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RESUMO

O cenario da cafeicultura mundial destaca o Brasil como o maior produtor e exportador de café
beneficiado, e com base no volume de exportacdo previsto para o0 ano de 2020, o pais mostra
uma tendéncia de predominio nesse setor. Um dos pontos relevantes da cultura é a qualidade
da bebida, e um fator que apresenta forte influéncia sobre a classificacdo da xicara € o estadio
de maturacdo dos frutos no momento da colheita. O grau de maturacdo dos frutos esta
relacionado com os eventos de florada que, no cafeeiro, pode ocorrer mais de uma vez no
decorrer de um mesmo ciclo produtivo. Esse florescimento sequencial resulta do
desenvolvimento assincrénico das gemas e & uma caracteristica intrinseca da espécie,
acarretando na maturacao desuniforme dos frutos. Periodos secos acompanhados por chuva ou
irrigacdo para sincronizar o florescimento do cafeeiro é relatado h& algum tempo, mas a
influéncia desses eventos nos processos internos gque estdo envolvidos na inducédo e abertura
floral de Coffea arabica ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Sabe-se que durante o déficit
hidrico alteracdes em nivel celular, molecular e de sistema ocorrem para coordenar respostas
rapidas em condicGes desfavoraveis. Os hormonios integram o grupo de moléculas capazes de
responder rapidamente a tensées bioticas e abidticas, e o etileno integra o grupo de hormonios
responsivos ao déficit hidrico. Portanto, a influéncia do etileno no florescimento do cafeeiro foi
sugerida baseado nas exigéncias para o desenvolvimento das gemas florais nessa espéecie. Nesse
sentido, a observagéo de antese promovida por um inibidor de ac&o do etileno foi inesperada.
O 1-Metilciclopropeno (1-MCP) é amplamente comercializado como um potente antagonista
da acdo do etileno, mas regulou positivamente os genes das enzimas de biossintese (ACS e
ACO) e sinalizacdo (ETR4) desse horménio em Coffea arabica. Foi argumentado que o
aumento na biossintese do etileno pode ter elevado os niveis do hormonio e isso teria regulado
o tempo de abertura das flores de café. No entanto, ndo existem informacgdes consistentes sobre
as modificagdes ocorridas no metabolismo do etileno desencadeada por diferentes condicoes
hidricas e pelo 1-MCP. Visando ampliar o conhecimento sobre a influéncia do etileno no
florescimento de Coffea arabica, esse estudo analisou in silico possiveis ortélogos da ACS e
ACO, e analisou a expressao génica por RT-gPCR de onze genes relacionados com as vias de
biossintese e sinaliza¢do do etileno em cafeeiros submetidos a diferentes tratamentos hidricos
e pulverizados com 1-MCP. O potencial hidrico foliar foi avaliado durante o periodo
experimental, além da quantificacdo da producéo de etileno em cada tratamento. Coffea arabica
possui uma pequena familia multigénica para as enzimas ACS e ACO. O nivel de expressao
desses genes homdlogos é regulado pela condigdo hidrica e existe um padrao de expressao Unico
e sobreposto em diferentes 6rgaos. O 1-MCP regula positivamente a via de biossintese elevando
a concentracdo de etileno em folhas de Coffea arabica, possivelmente por um mecanismo de
retroalimentacéo pela perda do feedback negativo. Entretanto, o 1-MCP reprime a expresséo do
receptor CaETR1-like, possivelmente promovendo um fino ajuste na sensibilidade ao etileno.

Palavras-chave: Cafeeiro. Antese. 1-MCP.



ABSTRACT

Brazil is the largest producer and exporter of processed coffee in the world and based on the
export volume forecast for 2020, those will continue. One of the most important t points is the
coffee crop is the quality of beverage for the final consumer, and one of the most important
factor influencing on the classification of the quality cup is the fruit ripening stage at the time
of harvest. The degree of ripeness of the fruits is related to the flowering events that, in the
coffee tree, can occur many times during the same production cycle. This sequential flowering
results from the asynchronous development of the flower buds and is an intrinsic characteristic
of coffee species, resulting in the uneven maturation of fruits. Drought periods accompanied by
rain or irrigation to synchronize the flowering time of coffee tree have been reported, but the
influence of these events on the internal processes that are involved in the induction and floral
opening of Coffea arabica are not yet fully understood. It is known that during the water deficit
changes at the cellular, molecular level occur to coordinate responses in unfavorable conditions.
Plant hormones are involved in the quickly response to biotic and abiotic stresses, and ethylene
is one of the plant hormones responsive to water deficit. Therefore, the influence of ethylene
on coffee flowering was suggested based on the requirements for the floral buds development
in coffee. In this sense, the observation of promoted anthesis by an ethylene action inhibitor
was unexpected. 1-Methylcyclopropene (1-MCP) is widely marketed as an ethylene action
antagonist, but when used in coffee plants showed a positive regulation of genes in the ethylene
biosynthesis enzymes (ACS and ACO) and signaling (ETR4) of this hormone in. It was argued
that the increase in ethylene biosynthesis may have raised the hormone levels and this would
have regulated the opening time of coffee flowers. However, there is not consistent information
on the changes in ethylene metabolism triggered by different water conditions and by 1-MCP.
Aiming to increase knowledge about the influence of ethylene on the flowering of Coffea
arabica, this study analyzed in silico possible genes orthologists from ACS and ACO, and
analyzed the gene expression by RT-gPCR of eleven genes related to the biosynthesis and
signaling pathways of ethylene in coffee trees submitted to different water treatments and
treated with 1-MCP. The leaf water potential was evaluated during the experimental period, in
addition to the quantification of ethylene production in each treatment. Coffea arabica has a
small multigene family for the enzymes ACS and ACO. The level of expression of these
homologous genes is regulated by the water condition and there is a unique and overlapping
expression pattern in different organs. 1-MCP positively regulates the biosynthesis pathway by
increasing the ethylene concentration in Coffea arabica leaves, possibly through a feedback
mechanism due to the loss of negative feedback. However, 1-MCP suppresses the expression
of the CaETR1-like receptor, possibly promoting a fine adjustment in sensitivity to ethylene.

Keywords: Coffee tree. Anthesis. 1-MCP.
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1. INTRODUCAO

O cenario da cafeicultura mundial destaca o Brasil como o maior produtor e exportador
de café beneficiado, e com base no volume de exportacdo previsto para ano o de 2020 o pais
mostra uma tendéncia de predominio nesse setor (OIC, 2020). A &rea total utilizada para esta
cultura no Brasil compreende 2,23 milhdes de hectares com destaque para o cultivo do café
arabica (Coffea arabica), que corresponde a 79,9% da area existente com lavoura de cafe.
Apesar dos efeitos fisioldgicos da bienalidade negativa terem reduzido em 20% a produtividade
no ano de 2019, 49,31 milhdes de sacas beneficiadas (arabica e conilon) foram produzidas,
sendo que Minas Gerais, 0 maior estado produtor do pais, contribuiu com aproximadamente
50% desse volume. (CONAB, 2019).

Um dos pontos relevantes da cultura é a qualidade da bebida, e um fator que apresenta
forte influéncia sobre a classificacdo da xicara é o estadio de maturacdo dos frutos no momento
da colheita (FAGAN et al., 2011). O grau de maturacdo dos frutos esta relacionado com 0s
eventos de florada que, no cafeeiro, pode ocorrer mais de uma vez no decorrer de um mesmo
ciclo produtivo. Esse florescimento sequencial resulta do desenvolvimento assincrénico das
gemas, e é uma caracteristica intrinseca da espécie, acarretando na maturagdo desuniforme dos
frutos (NOGUEIRA et al., 2005). O tempo de floracdo é regulado por fatores exdégenos como
fotoperiodo e temperatura, bem como por fatores enddgenos, como a idade da planta e a
concentracdo dos hormonios (SRIKANTH & SCHMID, 2011; LI et al., 2016). Um importante
aspecto a ser analisado em cafeeiros € a regulacdo dos fatores internos da planta a exemplo do
balango hormonal, pois informag6es sobre como essas substancias atuam no desenvolvimento
das gemas ainda sdo insipientes (NASCIMENTO, 2006). Pesquisas mais recentes tem buscado
ampliar o conhecimento acerca dos eventos que ocorrem no desenvolvimento das gemas florais
a nivel anatémico e molecular (CARDON, 2016; DE OLIVEIRA et al., 2014), mas pouco se
avangou em relacdo ao conhecimento das vias regulatorias para a abertura dos botdes florais do
café.

Embora a literatura enfatize a importancia do periodo seco acompanhado por chuva ou
irrigagdo para sincronizar o florescimento do cafeeiro (ALVIM, 1960; RENA & BARROS,
2004), a influéncia desses eventos nos processos internos que estdo envolvidos na indugéo e
abertura floral ainda nédo estdo totalmente esclarecidos. Informag6es sobre o efeito destes
eventos na regulacdo hormonal de Coffea arabica, por exemplo, s&o pouco conhecidas
tornando-se necessario ampliar o entendimento desses mecanismos e sua relagdo com a

regulacdo do florescimento nesta espécie. Recentemente Lima (2015) relatou a provavel
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influéncia do hormonio etileno no florescimento do cafeeiro. Seus resultados indicaram que a
abertura floral observada apds pulverizagdo com 1-Metilciclopropeno (1-MCP) justificava-se
pelas alteragcdes nos niveis de transcritos das vias de biossintese e sinalizagdo do etileno. O 1-
MCP é um potente antagonista da acéo do etileno e historicamente é utilizado comercialmente
para inibir os efeitos do etileno sobre culturas horticolas e ornamentais, retardando
principalmente processos de maturacdo e senescéncia(BLANKENSHIP & DOLE, 2003; M.
SEREK & SISLER, 2001; TREVENZOLI FAVERO et al., 2016; WIN et al., 2019). Portanto,
a antese promovida pelo 1-MCP foi um resultado inesperado e ainda que algumas hipdteses
tenham sido sugeridas para explicar tal efeito (LIMA, 2015; SANTOS, 2016), ndo existem
informagdes consistentes sobre as modificagdes ocorridas no metabolismo do etileno
desencadeada pelo 1-MCP.

Ainda com relacdo ao florescimento, estudos importantes enfatizaram a necessidade de
um periodo de seca nessa fase fenoldgica para o desenvolvimento das gemas florais
(CRISOSTO et al., 1992; GUERRA et al., 2005). Como se sabe, o etileno integra o grupo de
horménios responsivos ao déficit hidrico e é possivel que alteracbes ocorridas durante esse
periodo e a interacdo com outros hormdnios contribuam ou atuem como sinal para a floracao
do cafeeiro. Além disso, € importante ressaltar que o etileno parece estar relacionado com outro
aspecto relevante de Coffea arabica, o processo de maturagdo dos frutos. Sagio et al. (2014)
relataram que os frutos no estadio cereja, fisiologicamente maduros, exibiram picos na
expressao de genes da biossintese e sinalizacdo do etileno em comparacdo com frutos verdes.
Esses dados sugerem que o cafeeiro pode ser uma espécie climatérica. Em conjunto, essas
informacdes demonstram que o etileno pode estar intimamente associado com diferentes
aspectos da fisiologia reprodutiva do cafeeiro. Nesse sentido, estudos que contribuam para
compreensdo desses eventos e dos mecanismos regulatorios associados sdo indispensaveis para

validar as hipoteses levantadas.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Panorama econdmico da cafeicultura no Brasil

A cafeicultura € um importante ramo do agronegdcio mundial, visto que, o café é um
dos mais valiosos produtos primarios comercializados a nivel global. Essa commodity &
cultivada em mais 50 paises com producéo superior a 169 milhdes de sacas de 60kg (arabica e
conilon) beneficiadas em 2019 (OIC,2019). Esses dados ja configuram a dimensdo comercial
do setor cafeeiro, mas além da importancia monetaria associada & comercializagdo do café, essa

cultura contempla um importante papel social. Estima-se que mais de 25 milhGes de pessoas na
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América Latina, Africa e Asia executem atividades ao longo da cadeia produtiva do café. O
setor cafeeiro exerce papel significativo na geragéo e distribuicdo de renda e, embora algumas
regides produtoras possuam alto nivel tecnologico para o desenvolvimento das praticas de
manejo, do plantio a pos-colheita, o sistema de producdo com base na mao-de-obra intensiva
ainda é predominante, inclusive no principal pais produtor (CHALFOUN; REIS, 2010;
LASHERMES et al., 2008)

No Brasil, os cafezais descendem exclusivamente da cultivar Arabica (Coffea arabica).
Essa muda foi a primeira planta de café introduzida no pais, precisamente em Bélem no ano de
1727, e foi difundida rapidamente para outras regides onde mostrou-se bem adaptada, apesar
das variacdes edafocliméaticas (CHALFOUN; REIS, 2010; GUERREIRO-FILHO et al., 2008;
SOUZA; LORENZI, 2005). Somente a partir do século 19 o cultivo de café atingiu maiores
proporcdes com o intuito de suprir a demanda do mercado interno. Dante disso, a cafeicultura
tornou-se durante muitos anos o principal setor da economia brasileira e atualmente é um dos
principais produtos de exportagdo (ALCANTARA, 2012). O pais permanece no topo do
ranking como maior produtor e exportador mundial de café, além de possuir o segundo mercado
consumidor. A area destinada ao cultivo dos cafés arabica (Coffea arabica) e conilon (Coffea
canephora) no Brasil ocupa 2,13 milhdes de hectares, onde 85% esta em processo produtivo
gerando 49,31 milhdes de sacas beneficiadas (arabica e conilon) na Gltima safra. Apesar da
influéncia exercida pelos efeitos fisiol6gicos da bienalidade negativa, no ano de 2019, o volume
de exportacdo foi 14,8% maior, alcancando a marca historica de 40,6 milhGes de sacas
exportadas para 128 paises, considerando café verde, soltvel, torrado e moido. Isso consolida
0 Brasil como maior exportador global, suprindo em 36% a demanda do mercado internacional,
seguido pelo Vietna que contribui com 18,31%. Isso demonstra que no contexto de consumo
global do café, os mercados externos continuam receptivos ao produto brasileiro, especialmente
pela qualidade dos grdos. Os principais destinos de embarque dos cafés produzidos no Brasil
s&0: Estados Unidos (19,4%), Alemanha (16,7%) e Italia (8,8%) (CECAFE, 2019).

A regido sudeste do Brasil concentra o maior volume de producdo (86,4%) com foco
nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo e Sdo Paulo. As regides norte-nordeste, centro-
oeste e sul do pais também contribuem para a expansao do mercado cafeeiro, embora com
parcela menos significativa. O destaque de cultivo nacional permanece para o café arabica que
ocupa 81% da area destinada a cafeicultura. Dentre os estados da Federacdo, Minas Gerais
concentra o cultivo dessa espécie que corresponde a 70% das lavouras de café arabica no ambito
nacional (CONAB, 2019), e possui estimativa de aumento em 2,1% para proxima safra

(CONAB,2020). Esse cultivo majoritario confere a Minas Gerais o predominio sob a producéo
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brasileira e tem como principais regides produtoras o sul e centro-oeste doe estado. A safra
mineira de 2019 gerou 24,55 das 49,31 milhdes de sacas beneficiadas no pais. E importante
ressaltar que 2019 foi um ano de bienalidade negativa, além disso, a estiagem ocorrida entre
dezembro de 2018 e janeiro de 2019 comprometeu a formacao e granacao dos frutos, reduzindo
20% da producdo em comparagéo ao ano anterior (CONAB, 2019).

Embora o ciclo bienal seja uma caracteristica intrinseca dos cafeeiros, o esgotamento da
planta em ano de alta producéao é mais pronunciado em Coffea arabica, ja que as caracteristicas
fisiolégicas e maior robustez de Coffea canephora minimizam os efeitos oriundos da
bienalidade. Em suma, a suscetibilidade de Coffea arabica a oscila¢do na intensidade da florada
impacta diretamente a produtividade brasileira devido ao predominio do cultivo dessa espécie.
Assim, a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2020) estima para a proxima safra
o0 incremento de 25,8% na producao em relacédo a colheita anterior, gerando entre 57,15 e 62,02
milhdes de sacas beneficiadas de café (ardbica e conilon). A perspectiva de crescimento para
0s proximos anos reforca a importancia do café para a balanca comercial do agronegocio
brasileiro, que ocupa a 5° posicdo na pauta de exportacdo (MAPA, 2020) e registrou a receita
cambial de US$ 5,1 bilhdes (EMBRAPA CAFE, 2019).

2.2 Aspectos botanicos e morfologicos de Coffea arabica

Os cafeeiros, arvores ou arbustos tropicais, sdo plantas nativas do continente africano,
localizados entre os sub-bosques das florestas da Etiopia e a regido sul do Suddo. Essa
distribuicdo submeteu essas plantas a variacdes de altitude e temperatura que oscilam entre
1.600 a 2000 metros e 17 a 26°C, respectivamente (CAMARGO; PEREIRA, 1994,
LIVRAMENTO, 2010). Pertencem a familia Rubiaceae e ao subgénero Coffea, que abrange
mais de uma centena de espécies. Destas, 7 merecem destaque pois sdo cultivadas em seus
locais de origem ou utilizadas como fonte para 0 melhoramento genético: Coffea bengalensis
Heyne ex Willd; Coffea eugenioides S. Moore; Coffea Stenophylla G. Don; Coffea racemosa
Lour; Coffea congensis Froenh; Coffea zanguebariae Lour, Coffea abeokutoe (CHARRIER,
1978; FAZUOLLI, 1986; SAKIYAMA et al., 1999). Quanto ao aspecto econémico, apenas 4
tem significativa importancia: C. arabica (café arabica), C. canephora (café conilon/robusta),
C. liberica (café libérica), e C. dewevrei (café excelsa) (DAVIS et al., 2006; GUERREIRO-
FILHO et al., 2008). Contudo, no mercado mundial, somente duas s&o exploradas
comercialmente, de modo que, lavouras cafeeiras destinadas a producdo em escala comercial
sdo compostas apenas por Coffea arabica e Coffea canephora, que representam
aproximadamente 70% e 30% da producéo global, respectivamente (OIC, 2019).
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As plantas de Coffea arabica sdo arbustos monocaule que podem atingir até 10 metros,
mas ndo costumam ultrapassar os 6 metros nas lavouras, devido ao manejo da cultura. Sua copa
desenvolve-se sobre um Unico ramo vertical, ortotropico, apresentando arquitetura cilindrica
(ALVES, 2008; EMBRAPA, 2001). As folhas sdo ovaladas ou sublanceoladas com bodas
onduladas, coloracdo verde-escura e epiderme superior com aspecto brilhante, distribuidas nos
varios ramos plagiotropicos, em posi¢do oposta. Nessa espécie, a influorescéncia denomina-se
glomérulo e possui de 2-19 flores de coloragdo branca, composta por 5 pétalas soldadas entre
si, formando a corola. A partir de cada pétala desenvolve-se curtos estames com as anteras na
sua extremidade. J& o pistilo, € um longo tubo projetado a partir do ovario inferior que culmina
em um estigma bifido acima da corola (COSTE, 1955). Essas flores sdo hermafroditas, e por
isso, cerca de 90% delas sdo fertilizadas por autofecundacdo. Portanto, plantas de Coffea
arabica possuem reproducdo autdgama. Além disso, é a Unica espécie tetraploide (4n = 44
cromossomos) descrita para o género Coffea (CARVALHO; MONACO, 1964; CHALFOUN;
REIS, 2010; LASHERMES et al., 1999; SAKIYAMA et al., 1999). O fruto é uma drupa ovoide
bilocular com exocarpo vermelho ou amarelo quando maduro, variando de acordo com a
cultivar. As sementes, geralmente duas, sdo recobertas separadamente pelo pergaminho
(endocarpo) e envolvidas por uma mucilagem (mesocarpo) relativamente aquosa e doce.
Comercialmente, o interesse pelo fruto do café concentra-se no endocarpo que é denominado
grdo, apo6s os processos de pés-colheita como despolpamento e torrefacdo (ALVES, 2008;
CORTEZ, 2001; COSTE, 1955, FREE, 1993; KLEIN et al., 2003). O sistema radicular €
composto por raizes pivotantes que podem alcancar até 2 metros de profundidade, mas nao
apresenta padréo de distribuicdo definido (COSTE, 1955).

2.3 Fenologia reprodutiva de Coffea arabica

O cafeeiro Arabica é um arbusto lenhoso e perene com o ciclo fenoldgico extremamente
complexo. A elaboragdo de esquemas e escalas para melhor compreensdo das etapas de
crescimento e desenvolvimento foram necessarias posto que, (i) as fases vegetativa e
reprodutiva ocorrem simultaneamente e (ii) as etapas de floragéo e frutificacdo ocorrem ao
longo de dois anos, diferindo da maioria das espécies que completam esses eventos no mesmo
ano fenoldégico (GOUVEIA, 1984). Portanto, as fases vegetativa e reprodutiva foram divididas
por Camargo & Camargo (2001) em seis fases, de acordo com as condicdes tropicais do Brasil.
A caracterizacdo do desenvolvimento reprodutivo da espécie também foi realizada devido ao
namero de etapas que acontecem desde a inducéo floral até a maturacdo dos frutos. Morais et

al (2008) descreveram detalhadamente a fase reprodutiva de Coffea arabica, dividindo,
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inicialmente, em 4 grandes fases: desenvolvimento da gema floral (G); floracdo (FL);
frutificacdo (F) e maturagdo (M). Com o intuito de determinar os estadios de desenvolvimento
nas fases G, F e M, novas subdivisdes resultaram na classificacdo das gemas por tamanho, dos
frutos por tamanho e dos frutos por coloracédo, respectivamente. Nao existe subdivisdo para a
fase de floracdo pois essa etapa na escala reprodutiva €, em suma, o periodo de abertura do
botdo floral até o fenecimento da flor.

A escala fenologica reprodutiva tem inicio na ultima fase do primeiro ano, como
resultado do encurtamento dos dias entre os meses de abril a agosto. A reducédo no fotoperiodo
atua como sinal para inducgéo floral, promovendo a indugdo das gemas axilares vegetativas em
gemas reprodutivas, ou seja, a transicdo da fase vegetativa para reprodutiva. A percepcao desse
estimulo configura a etapa de evocacdo floral, e a partir desse ponto alteracdes
morfofisioldgicas produzem os primdrdios florais, tornando possivel a distin¢do visivel entre
gemas vegetativas de gemas florais (BERNIER et al., 1981; KRAJEWSKI; RABE, 1995;
LIVRAMENTO, 2010; MELO; SOUZA, 2011; MORAIS et al., 2008; RENA & BARROS,
1986; CAMARGO & CAMARGO, 2001). Na ultima etapa da transi¢cdo, denominada iniciacao
floral, transformac@es consecutivas durante aproximadamente 60 dias promovem o crescimento
da gema floral (ALVES et al., 2003; CANNELL, 1985). Assim: (1) o estadio G1 faz referéncia
aos nds com gemas indiferenciadas; (2) o estadio G2 faz referéncia aos ndés com gemas
intumescidas; (3) o estadio G3 agrupa gemas com até 3mm de comprimento; (4) o estadio G4
agrupa gemas com comprimento entre 3,1 e 6mm; (5) o estadio G5 agrupa gemas entre 6,1 a
10 mm e apresentam coloracdo verde claro, diferindo da tonalidade verde dos estadios
anteriores; (6) o estddio G6 compreende a Gltima etapa de desenvolvimento da gema, que possui
comprimento acima de 12 mm e coloragéo branca (Figura 1). Portanto, essas sdo as fases dentro
do desenvolvimento floral que antecede a antese (MORAIS et al., 2008; LIVRAMENTO,
2010).
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Figura 1 — Escala de desenvolvimento das gemas e botdes florais de Coffea arabica.

Legenda: Estadios de desenvolvimento de flores em Coffea arabica segundo Morais et al (2008). (A)
Gemas indiferenciadas (estagio G1), (B) N6s com gemas intumescidas (estagio G2), (C) Botdes florais
com até 3 mm de comprimento (estadio G3), (D) Botdes florais de 3,1 a 6 mm de comprimento (estadio
G4), (E) Botdes florais de 6,1 a 10 mm de comprimento (estadio G5); (F) Botdes florais maiores que 10
mm de comprimento (estadio G6), (G) Flor (botdo floral ap6s antese).

Fonte: Lima (2015).

Ainda na fase 2, nos meses de julho e agosto, ocorre um evento bem caracteristico e
peculiar do florescimento: a dorméncia das gemas. Nesse periodo, as gemas florais permanecem
em repouso e cessam o crescimento durante algumas semanas (CAMARGO & CAMARGO,
2001). A retomada do crescimento e desenvolvimento das gemas ocorre apos alteracdo no
‘status’ hidrico da planta causado pelo aumento na disponibilidade de &gua, em funcdo da
precipitacdo ou irrigacdo. Entdo, de 8 a 15 dias apds o choque hidrico, a elevagdo no potencial
hidrico promove a quebra da dorméncia das gemas no estadio de desenvolvimento 4, maduras
e aptas a florescer. Esse evento marca o inicio da primeira fase (setembro-dezembro) dentro do
2° ano fenoldgico e a tltima fase que engloba o processo de floragdo. Logo apos a antese, cerca
de 94% das flores séo fecundadas dando inicio a um novo evento dentro da fase reprodutiva: a
frutificacdo (CAMARGO & CAMARGO, 2001; KUMAR, 1979; LIVRAMENTO, 2010).

O desenvolvimento dos frutos € um processo longo, compreende 0s meses de setembro
a marco, entre a 3° e 5° fase do 2° ano fenoldgico. O crescimento do fruto inicia apos a
fecundacéo, com sucessivas divisoes e elongacdes das células do perisperma e endosperma,
originando os chumbinhos (F1 — até 3mm) e induzindo a expanséo dos frutos (F2 — 3,1mmaF
— 15mm). Na fase quatro, ocorre a formacdo dos gréos a partir da solidificacdo dos liquidos
internos (F6 — maior que 15mm) e na fase cinco do ciclo fenoldgico inicia a ultima fase do
desenvolvimento reprodutivo, a maturacdo (MORAIS et al., 2008; CAMARGO & CAMARGO

(2001). Diversos processos metabolicos modificam a composi¢do quimica do fruto, alterando
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a coloracéo do exocarpo e a quantidade de sacarose e proteinas de reserva disponiveis para 0
endocarpo. Nesse processo, a coloracdo verde (M1) desde o chumbinho é alterada para verde-
cana (M2), quando se torna visivel a processo de matura¢do. Em seguida, o estadio M3 é
designado para os frutos fisiologicamente maduros, denominados de “cereja”. Entretanto, a
coloracdo do exocarpo no estadio cereja serd vermelho ou amarelo, dependendo da cultivar. Na
M4, os frutos apresentam inicio de desidratacdo apresentando aspecto semelhante a “passa”.
Finalmente, a continuidade da desidratacdo provoca a seca generalizada na M5, gerando a
coloracgdo escura do exocarpo e a queda dos frutos (MORALIS et al., 2008).

Um ponto sobre a fisiologia reprodutiva desta espécie que convém salientar é a relacao
entre a quantidade de gemas axilares e a produtividade das lavouras. De acordo com(BARROS,
1997), a capacidade de producdo do cafeeiro esta associada com a relagdo fonte-dreno existente
entre frutos e folhas. A demanda para formacdo e enchimento do fruto atua como forte dreno
desviando maior porcentagem de fotoassimilados para o desenvolvimento reprodutivo. A
sobrecarga na producéo dos frutos resulta em safra positiva, mas é acompanhada pela seca dos
ramos e morte das raizes (DaMATTA et al., 2008). Considerando que a fase vegetativa ocorre
simultaneamente com a reprodutiva, o investimento no crescimento da planta é afetado pela
exaustdo das reservas energéticas. Logo, ha reducdo no numero de gemas vegetativas e na
formagdo de novos ramos para o ano fenologico seguinte (MENDONCA et al., 2011.;
PEREIRA, et al., 2011). Desse modo, o volume da safra é afetado, diretamente, pelo nimero
de flores produzidas a partir dos ramos e gemas formadas no ano fenologico anterior
(THOMAZIELLO et al., 2000). A consequéncia do ano de alta producdo é uma safra negativa
logo no ano seguinte, com redugdo na produtividade em virtude da auséncia de novos ramos
para o desenvolvimento dos frutos(MENDONCA et al., 2011.; PEREIRA, et al., 2011). Nesse
caso, os fotoassimilados séo destinados com maior intensidade ao crescimento vegetativo, com
investimento na emissdo de ramos laterais e recomposicdo das reservas energéticas
(AUGUSTO & SILVA, 2013; PICINI et al.,, 1999; RENA & MAESTRI, 1985). Com a
recuperacdo da planta, a quantidade de meristemas axilares nao € mais um fator limitante para
o numero de inflorescéncias e elevada produtividade. A oscilagdo na carga produtiva dos
cafezais determina os anos de producdo como bienal positivo ou bienal negativo (GOUVEIA,
1984; LEITE et al., 2004). Obviamente existem outros fatores relativos a planta como o
vingamento floral e pegamento do fruto que afetam a produtividade dos cafeeiros, bem como
fatores ambientais como extremos de temperatura e nutricdo (VALADARES et al., 2013). No
entanto, quando se analisa a bienalidade de producgéo o principal fator associado € o balanco

entre o crescimento vegetativo e a capacidade de desenvolvimento reprodutivo.
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2.4 Florescimento do cafeeiro: interacdo entre o status hidrico e a regulacéo da
biossintese de etileno

Diversos fatores ambientais tem sido relatados como estimulo para inducdo de
alteracbes morfofisiologicas que ocorrem no periodo de transicdo da fase vegetativa para a
reprodutiva, bem como, dentro da fase reprodutiva (RENA et al., 1985; LIVRAMENTO, 2010;
MELO & SOUZA, 2011). Temperatura e disponibilidade hidrica sdo alguns dos fatores
exogenos que influenciam diretamente a dindmica do florescimento e, consequentemente, o
comportamento fenoldgico da cultura (RENA; BARROS, 2004). A chuva tem sido registrada
como fator determinante para desencadear o retorno do crescimento dos botdes florais e uma
das provaveis causas seria a reducdo da temperatura que costuma acompanhar as chuvas
(BROWNING, 1977; RENA; MAESTRI, 1986; NASCIMENTO, 2006; GARDIN, 2006;
CARVALHO, 2008; REIS, 2010). Entretanto, em condicGes de campo a implementacdo da
irrigacdo mostrou-se tao eficiente quanto as chuvas para controlar o processo de floracdo sem,
contudo, haver influéncia do manejo da rega sobre a temperatura (GUERRA et al., 2005;
SOARES et al. 2005; CARVALHO, 2008). Um dos fatores determinantes para a floracdo no
cafeeiro é o status hidrico da planta (MAGALHAES; ANGELOCCI, 1976; CRISOSTO et al.,
1992). Quanto a isso, sabe-se que a restricdo severa de agua associada a elevadas temperaturas
causa a desidratacio e abortamento dos botdes florais (ALVIM, 1960; RAMIREZ et al., 2011);
enquanto que cafeeiros hidratados com frequéncia ou afetados por chuvas esporadicas
produzem muitas floradas de intensidade variavel (RENA;MAESTRI, 1985; PEREIRA et al.,
2008). Também foi observado que a hidratacdo continua dos cafeeiros ndo favoreceu o
progresso no desenvolvimento das gemas para os estadios posteriores ao G4. 1sso indica que a
auséncia do déficit hidrico impossibilitou a conclusao dos estadios finais de desenvolvimento
dos botdes florais (CRISOSTO et al., 1992).

Quando cafeeiros foram cultivados em casa de vegetacdo e submetidos ao
fracionamento do sistema radicular (root-split) ficou evidenciado a necessidade de um evento
de seca dentro da fase reprodutiva dessa espécie. Nessa técnica o sistema radicular de cada
planta foi dividido em dois vasos e submetido a diferentes condigdes hidricas (irrigados e/ou
sob restri¢do hidrica) (CRISOSTO et al., 1992). Foi constatada inducéo floral culminando em
antese apenas nas plantas que tiveram parte do sistema radicular hidratado e parte do sistema
radicular mantido sobre seca. Esse resultado indicou que existem outros fatores associados ao
florescimento além do “status” da planta, possivelmente fatores endogenos, uma vez que,

plantas constantemente irrigadas ndo reduziram seu potencial hidrico e ndo floresceram. De
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modo semelhante, plantas mantidas constantemente sob seca reduziram seu potencial hidrico,
mas também ndo floresceram. Como j& relatado, apenas as plantas submetidas as duas
condicdes hidricas floresceram, sem apresentar reducéo no potencial hidrico foliar (CRISOSTO
et al., 1992). Varios trabalhos na literatura relatam que para obtencdo de uma florada mais
uniforme os cafeeiros necessitam de um periodo com restri¢do hidrica seguido por precipitacéo
ou irrigacdo, afim de quebrar a dorméncia e desencadear a antese (ALVIM 1960;
MAGALHAES; ANGELOCCI 1976; GUERRA et al., 2005). A suspensdo da irrigacdo no
periodo de 24 de junho a 1° de setembro mostrou-se eficiente para genotipos de Coffea arabica,
resultando na sincronizacdo no desenvolvimento das gemas reprodutivas, obtendo-se potencial
hidrico de -2,3MPa e ocorréncia de antese cerca de 12 dias ap6s o retorno da irrigacdo. Esse
manejo resultou em florada Unica e uniforme nesse tratamento com carga de frutos cereja
superior a 80% (SOARES et al., 2005; GUERRA et al., 2005; GUERRA et al., 2007).

A fase de dorméncia, nas condicBes tropicais do Brasil, coincide com o periodo seco
sendo sugerido que a combinacdo desses fatores é favoravel para o desenvolvimento das gemas
até o estadio G4 (RENA; MAESTRI, 1985; CAMARGO & CAMARGO, 2001). O foco nesse
estadio de desenvolvimento floral deve-se aos relatos de que essas gemas sdo capazes de
responder a diferentes estimulos tornando-se sensiveis, por exemplo, a variagdes na
disponibilidade de 4gua (ALVIM, 1960; CRISOSTO et al., 1992). Portanto, a imposi¢ao de um
déficit hidrico adequado estaria relacionada com a promoc¢do de uniformidade no
desenvolvimento das gemas, permitindo que o maior nimero delas alcangarem conjuntamente
0 estadio G4, tornando-se competentes para responder a reidratacdo e promover um evento de
florada mais concentrado (MES, 1957; DaMATTA; RAMALHO, 2006). A responsividade das
gemas em estadio G4 parece estar vinculada ao desenvolvimento de um feixe vascular contendo
maior quantidade de xilema secundario, permitindo a interacdo dessas gemas com estimulos
provenientes da raiz durante ou apds um periodo de restricdo hidrica (ALVIM, 1960;
CRISOSTO et al., 1992). Ainda que as plantas ndo sejam submetidas a um déficit hidrico
severo, a limitacdo na oferta de 4gua pode alterar o seu metabolismo, ja sendo bem discutido
gue o estresse por seca modifica os niveis enddgenos de diversas moléculas, incluindo os
horménios (ALBACETE et al., 2014) como o Acido Abscisico (SANGTARASH et al., 2009)
e o Etileno (ABELES & MORGAN, 1992).

A biossintese e o fluxo do hormdnio etileno tem sido alterada em muitas espécies
guando submetidas a seca (YANG et al., 2014). Observou-se o acumulo de ACC (precursor
imediato do etileno) em raizes de mudas de citros quando submetidas ao estresse hidrico. Nesse

caso, apos a reidratacdo das mudas houve um rapido e intenso aumento nos niveis de etileno na
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parte aérea, provavelmente promovido pelo transporte do ACC da raiz para a parte aérea
(GOMEZ-CADENAS et al., 1996). A expressdo dos genes da rota do etileno parece ser
positivamente regulada por periodos de seca seguidos por reidratacdo, desse modo, 0s genes
responsivos a reidratacdo promoveriam a antese pelo aumento nos niveis de etileno nos 6rgaos
florais. Esse mecanismo foi sugerido como o sinal que desencadeou a abertura floral em rosas
(L1U et al., 2013; MENG et al., 2014). Considerando 0s requisitos necessarios para obtencdo
da antese no cafeeiro, ou seja, um periodo seco seguido por reidratacdo, Crisosto et al (1992)
sugeriram que o estimulo para abertura floral nessa espécie € desencadeado por um sinal
produzido nas raizes de plantas de café sob seca e “ativado” ap0s a reidratagdo das plantas.
Nesse contexto, a &gua desempenharia um papel essencial no processo de florescimento
do cafeeiro atuando como um transportador, conduzindo o sinal produzido nas raizes para a
parte aérea. Este sinal seria o estimulo para a quebra da dorméncia, permitindo a retomada do
crescimento das gemas e tornando o botdo floral competente para antese. Considerando as
exigéncias para a antese no cafeeiro, Lima (2015) submeteu mudas de Coffea arabica ao
estresse hidrico seguida por reidratacdo e constatou expressao diferencial de genes envolvidos
na rota de biossintese e sinalizacdo do etileno, havendo aumento na expressao desses genes em
folhas e raizes. Com base nisso, 0 autor sugeriu que o etileno poderia estar envolvido no
controle da promocao da antese do cafeeiro, e 0 mecanismo associado a esse evento seria o
acumulo do ACC nas raizes durante o déficit hidrico. Nesse processo, a importancia da
reidratacdo seria viabilizar a translocacdo via xilema do ACC para a parte aérea e além de
promover o aumento do potencial hidrico das gemas, elevaria a concentracdo de etileno nos

botdes, culminando na abertura floral.

2.5 Etileno: da biossintese a regulacéo de processos fisioldgicos

A bioquimica da biossintese do etileno (C2Hs) resume-se em duas vias principais
(BLEECKER & KENDE, 2000a) mas 0 caminho para iniciar esse processo comega a partir da
metionina (ADAMS & YANG, 1979; LIEBERMAN et al., 1965) e em razéo da dependéncia
desse amino&cido, as reacOes de reciclagem da metionina no ciclo de Yang (YANG &

HOFFMAN, 1984) sdo comumente associadas a rota de biossintese do etileno (Figura 2).
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Figura 2 — Visdo estrutural da biossintese do etileno.
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Fonte: Vanderstraeten & van Der Straeten (2017).

A formacdo desse hormonio depende da conversdo da metionina em S-
adenosilmetionina (SAM), reacéo catalisada pela enzima L- metionina- S-adenosiltransferase
(SAMS) (MIYAZAKI; YANG, 1984; ADAMS et al., 1977), requerendo uma molécula de
adenosina trifosfato (ATP) por molécula de SAM sintetizada, 0 que exige um aumento no
metabolismo respiratorio para suprir a demanda energética desse processo (BARRY;
GIOVANNONI, 2007; MIYAZAKI; YANG, 1987; WANG et al., 2002). Em seguida, S-
Adomet é convertida em acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) pela enzima sintase
do 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACS — ACC sintase) (ADAMS & YANG, 1981;
BOLLER etal., 1979). O ACC é um aminoéacido ciclico ndo protéico que atua como precursor
direto do etileno (MORRIS et al., 1966; VANDERSTRAETEN & VAN DER STRAETEN,
2017). Em consequéncia da sua formacdo, uma molécula de 5-Metiltioadenosina (MTA) é
liberada para cada reacdo da ACC sintase. O MTA retorna para reciclagem (ciclo de Yang) e
fornece os grupos enxofre e metila da SAM essénciais para sintese da metionina
(BURSTENBINDER etal., 2010; MIYAZAKI & YANG, 1987). A enzima formadora do ACC,
ACS, integra a familia de enzimas dependente de piridoxal-5-fosfato (PLP). A ligacdo do
cofator PLP no sitio catalitico induz a clivagem de uma molécula de MTA da SAM pela ACS,
e desse modo o anel ciclopropano requerido pelo ACC é liberado(LIANG et al., 1992; YU et
al., 1979).
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Com a formacdo do precursor, o etileno é produzido atraves da enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato oxidase (ACO — ACC oxidase), que durante muitos anos foi
denominada de Enzima Formadora do Etileno (EFE) (JOHN et al., 1985; VERVERIDIS &
JOHN, 1991), visto que catalisa a etapa final de sintese do etileno (YANG & HOFFMAN,
1984; RUDUS et al., 2013). A denominac&o de EFE era, de fato, uma énfase a atividade desta
enzima que garantia a producdo do etileno a partir do ACC, uma vez que, 0 ACC também atua
como substrato em outras vias podendo ser convertido em malonil-ACC (MACC); y-glutamil-
ACC (GACC) ou jasmonil-ACC (JA-ACC) (MARTIN & SAFTNER, 1995; STASWICK &
TIRYAKI, 2004). A ACC oxidase integra a superfamilia das dioxigenase 2-oxoglutarato-
dependente (20GD), grupo de enzimas que ndo possui ferro heme (KAWAI et al., 2014). Em
virtude disso, o ferro (1) € um elemento essencial para a atividade da enzima (BOUZAYEN et
al., 1990; BRISSON et al., 2012). O ascorbato é um cofator importante para romper o anel do
ACC (ZHANG et al., 2004), e o bicarbonato e oxigénio molecular sdo necessarios para ativar
a conversdao do ACC em etileno (ADAMS & YANG 1981; PEISER et al., 1984). Nesse
processo, libera-se dioxido de carbono (CO2) e ion cianeto (CN’), que por ser reativo e
rapidamente convertido em B-cianoalanina (MURPHY et al., 2014; PEISER et al., 1984).

As enzimas da via de biossintese sdo reportadas como membros de familias
multigénicas e podem ser diferencialmente expressas durante as fases de crescimento e
desenvolvimento das plantas, bem como reguladas por tensdes bidticas, abidticas e em resposta
a interacdes hormonais (GOMEZ-LIM et al., 1993; TSUCHISAKA & THEOLOGIS, 2004;
VAN DER STRAETEN et al., 1992; DUGARDEYN et al., 2007). Em Arabidopsis thaliana, a
analise do genoma identificou 12 genes ACS (ACS1-ACS12) mas apenas 8 codificam
homodimeros funcionais (KAUL et al., 2000; YAMAGAMI et al., 2003). Quanto & enzima
ACO, a analise completa do genoma identificou 13 loci possiveis para codificar genes ACO,
mas a atividade funcional de todas as isozimas ainda ndo esta confirmada (GOMEZ-LIM et
al., 1993; LINKIES et al., 2009; PARK et al., 2018).

Como produto final, o etileno é capaz de coordenar maltiplos processos no ciclo de vida
do vegetal, desde germinacéo das sementes até senescéncia de o6rgdos. Ele pode ser produzido
naturalmente em qualquer tecido de plantas superiores, difundindo-se facilmente por se tratar
de um composto volatil (ABELES et al., 1992; VILAS BOAS, 2002; CHEN et al.,2005; TANG
et al., 2008; MA et al.,, 2014). Entretanto, para desencadear as respostas fisioldgicas, a
percepcao do hormdnio pelos receptores é crucial( HALL et al. 2007). O principal modelo para
compreensdo da via de percepgéo e transducdo de sinal surgiu em Arabidopsis thaliana com

identificacdo e clonagem do gene ETR1 (CHANG et al. 1993). A partir disso, descobriu-se
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outros quatro genes com atividade relacionada ao ETR1: ETR2, ERS1, ERS2, EIN4 (HUA &
MEYEROWITZ, 1998; SAKAI et al., 1998). Embora redundante em funcédo, a diferenca
estrutural existente quanto ao nimero de regides inter-membranas e ao tipo de atividade cinase
permitiu a separacdo desses receptores em dois grupos (BLEECKER, 1999; SHAKEEL et al.,
2013). A subfamilia 1 é composta por receptores que possuem trés subdominios hidrofébicos
de ligacéo ao etileno na regido N-terminal e motivos de aminoacidos para histidina cinase. J&
0s receptores da subfamilia 2 possuem uma extensdo dessa regido hidrofobica que parecem
atuar como uma sequéncia de sinal e motivos de aminoacidos para atividade Serina/Treonina
cinase (LIN et al., 2009; MOUSSATCHE & KLEE, 2004; O’MALLEY et al., 2005). Apesar
da falta de unanimidade entre os pesquisadores sobre a real importancia da atividade cinase, a
diferenca estrutural nos receptores ainda € um pardmetro para classificacdo (QU &
SCHALLER, 2004;WANG et al., 2003). Desse modo, ETR1 e ERS1 integram a subfamilia 1
e ETR2, EIN4 e ERS2 integram a subfamilia 2 (CHANG & STADLER, 2001; GUO & ECKER,
2004; LACEY & BINDER, 2014a).

Quanto aos demais componentes estruturais, as cinco isoformas de receptores de etileno
analisados em Arabidopsis possuem dentro do dominio de ligacdo ao etileno uma molécula de
cobre, que atua como cofator da reacdo, auxiliando o ligante ao sitio receptor (BLEECKER et
al., 1998). Os dominios GAF (fosfodiesterases especificas de cGMP, adenilil ciclases e FhlA),
importante para mediar interacdo proteina-proteina relatada como essencial para atividade,
estdo presentes nos receptores das duas subfamilias e localizados no citoplasma (BLEECKER,
1999; MULLER-DIECKMAN, 1999). No entanto, os receptores ETR1, ETR2 e EIN4 possuem
uma extensdo na regido C-terminal denominada “receptor adicional”, que até o presente nao
esta caracterizada, mas esse componente ndo estd vinculado ao tipo da familia, bem como
parece ndo influenciar nas atividades dos receptores (LACEY & BINDER, 2014b;
MOUSSATCHE & KLEE, 2004). Como descrito no modelo de Arabidopsis, o etileno é
percebido por uma familia de receptores na maioria das plantas estudadas. Esses receptores
estdo localizados, predominantemente, nas membranas do reticulo endoplasmatico, mas &
possivel que também estejam presentes em outras membranas das células (Figura 3). Apesar de
se difundir em ambientes aquosos, 0 gés etileno é lipofilico e como o sitio de ligacdo esta
inserido nas endomembranas, ndo ha exigéncia da presenca dos receptores na superficie celular
(CHANG, 2016b; LACEY & BINDER, 2014; MA et al., 2006).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/phosphodiesterase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/adenylyl-cyclase
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Figura 3 — Caracteristicas estruturais dos receptores das subfamilias de Arabidopsis thaliana.
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Fonte: Lacey & Binder (2014b).

A via de sinalizacdo do etileno é regulada negativamente, ou seja, 0s receptores sdo
reguladores negativos da resposta ao etileno (ALONSO et al. 1999; HUA & MEYEROWITZ,
1998; KIEBER et al., 1993; TIEMAN et al., 1999.). Na auséncia do horménio (Figura 4), esses
receptores permanecem ativos e interagem com a regido N-terminal da proteina cinase
Constitutive Triple Response 1 (CTR1) (HUANG et al., 2003; KIEBER et al., 1993). Desse
modo, CTR1 que atua a jusante dos receptores, fosforilando o dominio C-terminal da proteina
Etileno Insensitivo 2 (EIN2), um importante regulador positivo da via (JU et al., 2012; WEN et
al., 2012). Com isso, o fator de transcricdo Etileno Insensitivo 3 (EIN3) ou EIN3-like 1 (EIL1)
é degradado via proteossoma 26S, no ndcleo, pelas proteinas F-box de ligacdo a EIN3 1/2
(EBF1/2), reprimindo as respostas ao horménio (AN et al., 2010; POTUSCHAK et al., 2003).

Na presenca de etileno (Fgura 4), a ligacdo ao sitio ativo dos receptores altera sua
estrutura conformacional tornando-os inativos, e consequentemente, reprimindo a atividade da
proteina CTR1 (GAO et al., 2003; STEPANOVA et al., 1998). Essa regulagéo funciona como
um mecanismo “chave-fechadura”, onde a ligacdo do etileno desbloqueia a via de sinalizagédo
a jusante (BLANKENSHIP, 2001). A desfosforilagdo da EIN2 remove a supressao causada
pela CTR1 e alivia a repressdo sobre os demais componentes da via, ativando o fator de
transcricdo a jusante, Etileno Insensitivo 3 (EIN3) ou EIN3-like 1 (EIL1) (GAO et al., 2003;
STEPANOVA & ALONSO, 2005). EIN3/EIL1 sdo acumulados no nucleo e estabilizados ao
se ligar a genes que possuem a sequéncia de “elemento primario de resposta ao etileno (PERE)”
(JU et al., 2012; QIAO et al., 2012). Essa sequéncia PERE esta presente na regido promotora
dos genes que integram a grande familia de genes Ethylene Response Factor (ERF), a exemplo
do ERF1. Genes que possuem a sequéncia PERE integram a superfamilia de fatores de
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transcricdo denominada proteinas de ligagdo de elementos em resposta ao etileno (EREBPS).
Nesse caso, a atividade do ERF1 reside em ligar-se aos motivos de DNA altamente
conservados, regido GCC box, presentes em genes envolvidos na resposta via etileno
(RIECHMANN et al., 2004; HAO et al., 1998; SOLANO et al., 1998).

Figura 4 — Modelo da via de sinalizag&o do etileno.
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Legenda: Os receptores, a exemplo do ETR1, localizam-se nos reticulos endoplasmaticos e na auséncia
de etileno ativam a proteina quinase CTR1, reprimindo a funcdo do EIN2. Dessa forma, os fatores de
transcricdo primario EIN3 / EIL1 sdo degradados e as respostas ao etileno reprimidas. Contrariamente,
na presenca de etileno, o receptor ETR1 é desativado e a proteina CTR1 reprimida. O bloqueio dos
reguladores negativos ativa a via de transducdo de sinal a jusante da CTR1, ativando EIN2 que é
transportada para o nlcleo e blogueia as proteinas F EBF1/2. Desse modo, EIN3/ EIL1 séo estabilizados
e regulam fatores de transcri¢do secundarios como o ERF1, coordenando as respostas ao etileno
Fonte:Chang, (2016a).

2.6 Etileno na regulagéo do florescimento

A evolucdo fenoldgica é acompanhada por uma serie de processos fisiologicos que
resultam da integracdo de sinais enddgenos e exdgenos. Nesse cenario, a transicao de fase entre
0s periodos vegetativo e reprodutivo é marcado pela conversdo do meristema apical da parte
aérea em meristema floral ou de inflorescéncia (SRIKANTH; SCHMID, 2011; BERNIER,
1988; MCDANIEL et al., 1992).). A mudanca entre esses estadios é definida pela proliferacéo
e diferenciacgdo das células, iniciando um processo definitivo que acarretara na evocacao floral

e formacéo das gemas florais (CHANDLER, 2014). No geral, as plantas dispdem de diferentes
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vias ou mecanismos para controle do florescimento, dentre os quais: vernalizagéo,
fotoperiodismo e giberelinas (POSE et al., 2012; SRIKANTH; SCHMID, 2011).

O controle via giberelina (GA) é uma rota de regulacdo hormonal com participacéo
efetiva do etileno. Em Arabidopsis, a elevacdo nos niveis de etileno induziu a degradacéo das
giberelinas pelo proteossomo 26S promovendo o acumulo das proteinas DELLA e retardando
o florescimento (ACHARD et al., 2007). A concentragéo de transcritos DELLA foi maior em
rosas que exibiram atraso na abertura floral (LUO et al. (2013), e inevitavelmente associou-se
as proteinas DELLA como regulador negativo do florescimento (FUKAZAWA et al., 2014;
YU etal., 2012;). De fato, a interacdo DELLA-GA é inversamente proporcional, de modo que,
na auséncia de GA essas proteinas bloqueiam os genes LEAFY e SOCL1 envolvidos com a
sinalizacdo para ativacdo de genes de identidade floral (CAO et al., 2006; ACHARD et al.,
2007; O‘MAOILEIDIGH et al., 2014). Esse foi o mecanismo descrito para controle do
florescimento nessas espécies e a regulacdo da via, embora com destaque para giberelina, é
coordenada pelos niveis de etileno. Com efeito, o florescimento é um dos eventos fisiol6gicos
influenciados pelo etileno e de acordo com alguns trabalhos, o efeito desse hormdnio no
desenvolvimento floral é divergente entre as espécies e parece ser dependente da sua
concentragéo. Por exemplo, a aplicagdo de Ethrel® 720 (composto liberador de etileno) em
plantas de melancia inibiu o desenvolvimento das gemas florais, afetando negativamente o
florescimento (CHRISTOPHER & LOY, 1982; DOMINGUES et al., 2000). Resultados
semelhantes foram encontrados para Arabidopsis, onde a elevacdo nos niveis de etileno causou
a reducdo nos niveis de giberelinas ativas e inibiu a transicao floral (ARCHARD et al., 2007).

Por outro lado, o aumento nos niveis de etileno em roseiras foi indicado como o sinal
que conduziu a antese (LIU et al.,, 2013; MENG et al., 2014). Trusov & Botella (2006)
propuseram que a floracdo no abacaxizeiro é desencadeada pela superexpressdo do gene
AcACS2 no meristema durante a indugéo floral, de modo que a elevacdo na concentracdo de
etileno seria o estimulo para o “florescimento natural” dessas plantas em condigdes de campo.
Li et al (2016) também verificaram que a aplicacdo de ethrel em abacaxizeiro resultou na
expressdo acentuada de receptores do etileno, a exemplo do ACETR2a, especialmente em
tecidos de flor. Em Coffea arabica, abertura floral foi observada apds pulverizacdo do 1-
Metilciclopropeno (1-MCP), inibidor da acdo do etileno. Esse produto promoveu picos na
expressdo de genes da via de biossintese e sinalizagcdo do etileno em folhas e gemas 2h apos
pulverizagdo (LIMA, 2015; SANTOS, 2016).

2.7 1-Metilciclopropeno e a inducéo da antese no cafeeiro
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O 1-Metilciclopropeno (1-MCP) é um potente antagonista da acéo do etileno (FENG et
al., 2004; SEREK; SISLER, 2001). Esse composto integra o grupo do ciclopropenos (CPs),
uma classe de moléculas eficiente em prevenir os efeitos deletérios do etileno nas plantas
(SISLER; SEREK, 1999; SISLER et al., 1996) A efetividade dos bloqueadores CPs deve-se ao
sistema competitivo que exercem nos receptores do etileno, localizado nas membranas celulares
(BLANKENSHIP;DOLE, 2003; WATKINS, 2008) Essas moléculas ligam-se de modo
irreversivel nos sitios de ligacdo do etileno, mas sdo incapazes de desativar 0 componente a
jusante da via metabolica e desencadear respostas fisiologicas. Quando o 1-MCP (CzHs) esta
ocupando o sitio receptor é impossivel que o etileno se ligue a0 mesmo tempo
(SISLER;SEREK, 1997). Assim, a via de sinalizacdo permanece bloqueada na auséncia de
ligacdo do etileno nos sitios receptores. Desse modo, o etileno é incapaz de desencadear reagdes
quimicas inibindo as respostas nas plantas por um longo periodo de tempo (SEREK;SISLER,
2001; SISLER et al., 2003). Porém, a sensibilidade ao horménio pode ser reestabelecida
conforme novos receptores sejam sintetizados (HALL et al., 2000; SISLER, 2006;
BLANKESHIP, 2001)

A potencialidade do 1-MCP é destacada dentro da classe dos CPs (SISLER et al., 2003).
O 1-MCP e 3-MCP sdo isdbmeros que possuem mesma formula empirica mas caracteristicas
estruturais diferentes (HE et al., 2019). Esses compostos mantem a mesma propriedade, porém
a velocidade de ac¢do do 1-MCP é maior. Ainda ndo se sabe se as respostas menos eficientes
obtidas pelo 3-MCP deve-se a presenca do grupo metil na posicéo 3 ou a falta dele na posicao
1, ou ambos. O fato &, a molécula C2He na estrutura de 1-MCP demonstra atividade bioldgica
mais eficiente além de requerer menor concentracdo para executar a mesma funcéo que o 3-
MCP. Este ultimo necessita de concentracdo 5 a 10 vezes maior que o 1-MCP (SISLER et al.,
1999). A eficécia funcional do 1-MCP resulta da afinidade pelo receptor que é cerca de 10 vezes
superior ao etileno. Isso justifica a maior conexdo com 0s receptores e a necessidade de
concentracdes menores para exercer sua funcdo, uma vez que, as moléculas de 1-MCP possuem
rapida difusdo nos tecidos vegetais e meia vida variando entre 7 e 12 dias enquanto a duracédo
da ligacdo do etileno é efetiva por no méximol1l0 minutos (BLANKENSHIP; DOLE, 2003;
KEBENEI et al., 2003).

O 1-MCP, de formula C2He e massa molar de 54g, € estruturalmente muito similar ao
etileno. E estavel a temperatura e pressdo ambiente, e considerado um composto atxico,
inodoro, incolor e ndo gerador de residuos (WATKINS,2006; BLANKENSHIP, 2001).
Comercializado em pé durante muitos anos, a formulagdo era hidratada no momento do uso,

liberando o 1-MCP gasoso nos tecidos vegetais apos pulverizacdo (BLANKENSHIP;DOLE,
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2003; BURNS,2008). Desde a sua descoberta como inibidor da acéo do etileno na década de
90 (SISLER; BLANKENSHIP, 1996), o 1-MCP tem sido comercializado como EthyIBloc®
pela Floralife (Walterboro, SC) e utilizando extensivamente em culturas ornamentais,
principalmente flores de corte, visando retardar a senescéncia e prologar a viabilidade na pds-
colheita (CELIKEL et al., 2002; GALATI et al. 2017; HOU et al. 2012; FAVERO et al. 2016;
Ha et al., 2019). Em culturas comestiveis, o0 1-MCP tem sido utilizado no ramo da horticultura
e fruticultura, a fim de garantir a qualidade do alimento, aumentar o tempo de armazenamento
e de prateleira (CAIl et al., 2006; OZKAYA et al., 2016; PAK DEK et al., 2018; WIN et al.,
2019). As primeiras experiéncias nesse ramo foram realizadas pela Agrofresh (Spring House,
PA) sob o nome comercial de SmartFresh™ (BLANKENSHIP;DOLE, 2003). Atualmente, a
empresa AgroFresh comercializa o 1-MCP na formulacéo liquida (GEHL et al. 2019) e essa
formulacdo foi utilizada em cafeeiros recentemente (LIMA, 2015).

Muitos estudos relatam os efeitos benéficos do 1-MCP mas a influéncia que esse
composto exerce sobre 0s processos de respiracdo, degradacao de clorofila, amaciamento do
fruto, producdo de volateis e a producéo de etileno (CIN et al., 2006; GOLDING et al., 1998;
GUILLEN et al., 2007; JEONG, 2002; TIAN et al., 2000) dependem de diversos fatores como
a espécie, cultivar e estadio de desenvolvimento (BLANKENSHIP;DOLE, 2003). O estudo de
Lima (2015) foi o primeiro a reportar a indugdo na transcri¢do de genes do etileno promovidos
pelo 1-MCP e seu efeito sobre a antese do cafeeiro. A hip6tese para utilizacdo do 1-MCP no
cafeeiro surgiu das exigéncias para a floracdo da espécie: um periodo seco seguida por
reidratacao.

Sabendo-se que ciclos de desidratacdo e reidratacdo promoveram a elevacao nos niveis
de etileno, culminando na abertura floral em rosas (MENG et al., 2014), Lima (2015)
considerou as informagfes fornecidas nas experiéncias de Crisosto et al. (1992) e Tudela e
Primo-Millo (1992), e entdo sugeriu que em cafeeiros, o etileno também poderia atuar como
sinal para inducdo da abertura floral. O mecanismo de atuagdo proposto iniciaria,
possivelmente, durante o periodo seco com 0 aumento na expressdo dos genes de biossintese
do etileno, elevando a producdo do &cido-1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC). Essa
molécula, que é precursora do etileno, ficaria concentrado nas raizes dos cafeeiros durante a
seca e apos precipitacdo ou reirrigacdo, seriam transportados juntamente com agua para parte
aerea onde seria convertido em etileno. Nesse sentido, o etileno seria o indutor da antese no
cafeeiro e a pulverizacdo de 1-MCP bloquearia a resposta do hormonio.

O experimento conduzido por Lima (2015) foi implantado no final de agosto de 2013

na area experimental da Universidade Federal de Lavras (Lavras — MG), com plantas de Coffea
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arabica cv. Acaia cerrado, de 8 anos de idade e cultivadas em campo sem sistema de irrigacao
no campo. As plantas estavam a cerca de 60 dias sem interferéncia de precipitacdo, e a
pulverizacdo do 1-MCP na dose de 50mg de ingrediente ativo L™ foi realizada em cafeeiros em
campo sem sistema de irrigacdo. Supreendentemente, a pulverizacdo de 1-MCP na
concentragio de 50mg de ingrediente ativo L™ promoveu a abertura floral no cafeeiro.
Reforgando as informagdes obtidas neste estudo, Santos (2016) também observou abertura
floral induzida por 1-MCP em Coffea arabica cv Catuai 144, de 4 anos de idade. O experimento
foi implementado na Fazenda Cafua (ljaci-MG) no inicio de setembro de 2015, conduzido sem
sistema de irrigacdo. Nesse experimento, as plantas também estavam a cerca de 60 dias sem
hidratacdo e a concentracdo de 1-MCP utilizada foi a mesma indicada por Lima (2015). Nesses
dois estudos, o surfactante Break-Thru (BTH) foi diluido na calda de pulverizacdo para
aumentar a absorcdo do 1-MCP pela planta, entretanto, a antese foi verificada apenas nos
cafeeiros tratados com BTH+1-MCP (Figura 5C e 5F). A antese nas plantas testemunha
pulverizadas com agua (Figura 5D) e agua+BTH (Figura 5A e 5D) ocorreu somente apos
precipitacdo, cerca de 10 dias depois da antese promovida pelo 1-MCP Santos (2016). O
mecanismo pelo qual o 1-MCP induziu a antese no cafeeiro ainda ndo esta elucidado, mas ficou
evidenciado que a promogcéo do florescimento ocorreu apenas nesse tratamento e possivelmente
esta vinculado ao controle pelo etileno. Lima (2015) e Santos (2016) sugeriram que a perda da
regulacdo por feedback nas vias de biossintese e percepcdo séo os fatores que acarretaram na

abertura floral de Coffea arabica.
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Figura 5 — Antese em Coffea arabica induzida por 1-Metilciclopropeno (1-MCP).

Legenda: Na sequéncia de imagens superior: (A) Agua+Break-Thru seis dias apds pulverizacio (B) 1-
MCP+ Break-Thru, seis dias ap6s pulverizacao; (C) 1-MCP+ Break-Thru, doze dias apds pulverizagdo.
Na sequéncia de imagens inferior: (D) Agua, nove dias apo6s pulverizacio, (E) Agua+Break-Thru, nove
dias apds pulverizagdo (F) 1-MCP+ Break-Thru, nove dias ap0s pulverizacéo.

Fonte: Lima (2015); Santos (2016).

2.8 Impacto da assincronia floral na economia cafeeira

O café é um produto agricola que tem seu preco baseado em parametros qualitativos, e
isto justifica a demanda crescente por melhorias nas etapas de cultivo, colheita e pds-colheita,
visando a producéo de cafés com qualidade superior (CECAFE, 2019; SIMOES et al., 2008).
Sobre esse aspecto, deve-se considerar que as caracteristicas associadas a qualidade da bebida
resultam da combinacgdo de fatores ambientais, dos tratos culturais e de fatores genéticos, 0s
quais irdo determinar a composi¢do quimica do grdo (MENDONCA et al., 2005; ALVES et al.,
2011). A valorizacédo dos cafés estd vinculada principalmente as caracteristicas organolépticas,
a exemplo dos mais de 800 compostos volateis que comp&em a formacdo do aroma e sabor da
bebida, bem como as concentrac@es de agucares que variam, dentre outros fatores, pelo estadio
de maturagéo dos frutos (CAMPA et al. 2004; FRANCA et al., 2005).
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Frutos verdes sdo indesejaveis durante o processamento em virtude da maturacdo
incompleta do gréo, conferindo elevada adstringéncia a bebida, sendo classificada como de
baixa qualidade, obtendo menor valor agregado no mercado. Em contraste, porcentagem
superior de frutos cereja durante a colheita fornecem bebida com maior dogura e melhor acidez,
obtendo pontuacBes mais altas na classificagdo da qualidade da xicara (TRUGO et al., 2000;
SIQUEIRA & ABREU, 2006; PIMENTA &VILELA, 2003), sendo comumente destinado ao
comércio internacional, obtendo melhor valor no mercado. Logo, 0 estdgio de maturacdo do
fruto no momento da colheita é um fator primordial que influéncia diretamente a qualidade do
produto final, uma vez que, gréos imaturos podem resultar em efeitos adversos na qualidade
dos constituintes quimicos da bebida de café, alterando importantes requisitos para qualificagdo
da bebida (FAGAN et al., 2011; MARTINEZ, 2014).

Para a obtencédo de cafés de alta qualidade é preferivel que a colheita ocorra quando a
lavoura atingir o maior volume possivel de frutos no estadio cereja (BUDZINSKI et al., 2005),
quando a casca, polpa e a semente alcancardo a composicao quimica ideal. No entanto, a
obtencdo de lavouras com uniformidade na maturacao dos frutos é inviabilizada pela ocorréncia
de floradas sequenciais que dificilmente podem ser controladas em condicdes naturais (RENA;
BARROS, 2004; FREITAS, 2013). Essa assincronia é uma caracteristica altamente indesejavel
no florescimento do cafeeiro, pois compromete a eficiéncia e rendimento da colheita, manual
ou mecanizada, relacionando-se negativamente com a rentabilidade do produtor. Com muitos
eventos de florada dentro de um mesmo ciclo produtivo é necessario realizar colheita seletiva
ou escalonada, tornando essa etapa uma das mais onerosas da cafeicultura, podendo representar
até 30% dos custos com a producdo (DaMATTA et al., 2007; DIAS, 2013; De Oliveira et al.,
2007). A consolidagdo da cafeicultura brasileira desperta expectativa dos mercados
internacionais, que estdo em plena expansdo, sobretudo quanto a comercializagdo de cafés
especiais. Portanto, a preocupagdo com o aumento da produtividade dos cafezais brasileiros
deve ser acompanhada pela busca em melhoria da qualidade do produto final para atender o

mercado com consumidores cada vez mais exigentes.

2.9 Controle artificial do etileno para maturacéo uniforme dos frutos de café

Visando solucionar a problematica na etapa de colheita do café, reguladores de
crescimento tém sido utilizados para controlar e promover a maturagéo dos frutos (BARBOSA
et al., 2011; DIAS et al., 2013). Os reguladores de crescimento sdo substancias sintéticas que
interferem no balanco hormonal das plantas e produzem efeitos fisiologicos semelhantes as

classes de hormonios conhecidas (LEITE et al., 2011). Seu uso na agricultura € uma pratica ja



34

difundida e utilizada para diferentes finalidades (GARCIA, 2006; ALMEIDA et al., 2015).
Sendo o etileno o “hormdnio da maturagdo”, ao longo dos anos, produtos foram desenvolvidos
para induzir ou retardar o amadurecimento dos frutos e desde a década de 70 essa pratica tem
sido adotada nas lavouras do Brasil (MONACO; SONDAHL, 1974).

O Ethrel® 720 (Bayer Crop Science, Laverkursen, Alemanha) é um maturador
fisiol6gico que tem sido utilizado como produto alternativo para promover maior uniformidade
na maturacdo dos frutos através da inducédo do etileno. Esse produto contém o acido 2-cloro-
etil-fosfénico (precursor do horménio etileno), o qual € mantido estavel em meio acido com pH
em torno de 1,0. Ao ser pulverizado, via foliar, e em contato com os tecidos da planta o acido
2-cloro-etil-fosfonico é decomposto dentro das células em funcdo da elevagdo do pH. O
principio ativo é liberado muito proximo dos sitios receptores do etileno, potencializando a
sinalizacio e desencadeando rapidas respostas fisiologicas (MONACO; SONDAHL, 1974;
FELIPE, 1986; LI; SOLOMON, 2003). Entretanto, a técnica exige o conhecimento apurado
sobre 0 momento exato para aplicacdo do Ethrel® 720, pois o efeito benéfico na maturacdo s6
¢ observado quando os frutos estdo completamente granados. AplicacGes antecipadas
promovem a maturacdo da casca (exocarpo) e mucilagem (mesocarpo), mas o produto ndo age
sobre o desenvolvimento e maturacdo da semente (endosperma/endocarpo). Além disso, 0
efeito de maturacdo é observado apenas quando pulverizado diretamente sobre o fruto, logo,
cafeeiros enfolhados podem requerer maior quantidade de calda. (MONACO; SONDAHL,
1974).

Como o desenvolvimento dos frutos também é desuniforme numa mesma planta,
existird sempre intensidade variavel de frutos verdes em diferentes estagios de desenvolvimento
(RENA; BARROS, 2004; PEREIRA et al., 2005; DIAS, 2013). Esse ¢ um dos maiores
problemas quanto ao uso do Ethrel, ja que a formulagdo do produto estimula a maturagdo
independente do estadio de desenvolvimento. Alternativamente, o Mathury (Satis) € um
maturador fisiologicos desenvolvido para inibir a biossintese do etileno. Sua efetividade
consiste em retardar o amadurecimento, prolongando a fixacdo do fruto na planta através da
diminuicdo da atividade da &gua e reduzindo a atividade microbiana. Desse modo, os frutos
cereja da primeira florada sao “for¢ados” a esperar o desenvolvimento dos frutos das floradas
tardias (DIAS, 2013). O Mathury é produzido a base de acetato de potassio e 0 mecanismo de
degradacéo do etileno por ions potassio consiste na oxidacdo do etileno formando acetaldeido
que em seguida, € oxidado a cido acético, resultando na formacdo de didxido de carbono e
moléculas de agua. Nesse processo de oxidacdo do etileno, hidroxido de potassio e dioxido de
manganés sdo produtos intermediarios (SA et al. 2008; SORBENTSYSTEMS, 2020).
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Do ponto de vista econémico e fisioldgico o endosperma é a parte mais importante do
fruto (GOULART et al., 2007) e a tecnologia do Mathury parece atender essa questdo. Porém,
comparado com o Ethrel, os estudos dos efeitos do Mathury ainda sdo controversos. Enquanto
Barbosa et al (2012) verificou incremento de 22% de frutos cereja, Rodrigues (2015) relatou
que a pulverizagdo do Mathury ndo diferiu significativamente das testemunhas em nenhum
estadio de maturacdo avaliado. No geral, o uso de reguladores para controlar a maturacdo dos
frutos € uma medida paliativa e que ndo pode ser generalizada porque a aplicacdo dos
reguladores, especialmente o Ethrel, requer uma analise especifica da lavoura considerando o
namero de floradas, espacamento e manejo.

Nessa logica, o florescimento sequencial do cafeeiro promovido pela auséncia de
sincronizacao no desenvolvimento dos botdes florais € a principal causa para producdo de frutos
em diferentes estadios de maturacdo (FREITAS, 2013; DIAS, 2013; BARROS et al., 1978).
Guerra et al. (2005) comprovaram que a florada Unica e uniforme, resultante da sincronizacéo
dos botdes florais em cafeeiros reirrigados apds um periodo de déficit hidrico, aumentou em
30% a producdo de frutos cereja. Esses dados reforcam que a uniformidade de floracdo é o
ponto chave para garantir a eficiéncia da colheita e a qualidade da xicara. Mas, para obter
sucesso no controle do florescimento é fundamental obter dominio sobre os processos
fisioldgicos que acontecem durante o desenvolvimento floral do cafeeiro e o conhecimento
aprofundado dos fatores vinculados ao desenvolvimento reprodutivo dessa espécie ainda sao

incipientes.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

O desenvolvimento de pesquisas direcionadas a elucidagdo dos possiveis mecanismos
que controlam o florescimento no cafeeiro € de suma importancia para a adogcéo de praticas
aliadas ao manejo adequado da lavoura de café. Ainda existem muitas lacunas sobre o0s
processos fisiologicos que ocorrem durante o desenvolvimento reprodutivo dessa espécie,
especialmente quanto a influéncia do balanco hormonal no florescimento. Estudos para
comprovar a conexao entre esses eventos sd0 necessarios, tornando-se imprescindivel

identificar o papel do etileno e do 1-MCP nos mecanismos regulatorios da antese do cafeeiro.
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RESUMO

Tensdes abidticas como a escassez no conteido de agua do solo podem afetar
negativamente o crescimento e interromper o desenvolvimento das plantas. Entretanto,
no cafeeiro (Coffea arabica) a exposicao ao déficit hidrico durante a fase reprodutiva,
especificamente durante o florescimento, se mostrou um mecanismo efetivo para
aumento na qualidade dos gréos. E extensivamente documentado que a interacéo entre
fatores endogenos e ambientais seriam responsaveis por controlar a antese em Coffea
arabica. Entretanto, 0 mecanismo regulador para promocao da abertura floral no
cafeeiro ainda é desconhecido. Recentemente, a conexao entre o nivel de expresséo de
genes que codificam as principais enzimas da via da biossintese do etileno (ACS e
ACO), em resposta as diferentes condicdes hidricas, e a promog¢éo da antese no cafeeiro
foi sugerida. Estudo prévio da caracterizacdo de provaveis membros da via de
biossintese do etileno em café (Coffea arabica) resultou na identificacdo de 1 gene que
codifica a enzima ACS e 3 genes homdlogos para enzima a ACO, mas a andlise da
expressao foi realizada exclusivamente em frutos. Portanto, o perfil de expressédo desses
genes em outros tecidos permanece desconhecido e ampliar o entendimento sobre
possiveis mecanismos regulatorios envolvidos no florescimento dessa espécie é
essencial para o agronegécio do café. Considerando a possivel influéncia do etileno
sobre a antese do cafeeiro, 0 objetivo desse estudo foi identificar novos membros
capazes de codificar isoformas das enzimas ACS e ACO, bem como determinar o perfil
de expressdo génica em diferentes 6rgaos dos cafeeiros em condicdo de déficit hidrico.
O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo com plantas de Coffea arabica de
5 anos de idade cultivadas em vasos de 50L. Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado, com duas condicdes hidricas (bem irrigado e déficit hidrico) e trés
repeticbes bioldgicas. Foram feitas analises de potencial hidrico foliar (ywn e
caracterizacdo da expressao quantitativa de seis genes alvos em folhas, gemas no estadio
G5, flores e raizes. Plantas bem irrigadas apresentaram yws = -0,3 MPa enquanto plantas
submetidas ao déficit hidrico apresentaram valores inferiores a -3,0 MPa. Foram
identificados 4 provaveis genes ACS (CarACS1, CarACS2, CarACS3, CarACS7) e 3
provaveis genes ACO (CarACO3, CarACO4, CarACO5), mostrando que Coffea
arabica possui pequenas familias multigénicas para as enzimas ACS e ACO. A anélise
da expressdo génica mostrou que existem padrdes de expressdo Unicos e sobrepostos
dos genes ACS e ACO, e que essa expressdo é dependente do 6rgéo e da condicdo
hidrica. Interessantemente, os genes ACO em cafeeiros sob déficit hidrico ndo
apresentaram expressao diferencial em folhas, gemas e flores, mas foram reprimidos
nas raizes. Em conjunto, esses resultados mostram que possivelmente o ACC produzido
durante o déficit hidrico ndo é convertido em etileno, permanecendo acumulado nos
Orgaos, especialmente nas raizes durante o periodo seco.

Palavras-chave: Cafeeiro. Estresse hidrico. Hormonio.
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ABSTRACT

Abiotic stresses as water deficit in the soil can affect negatively growth and development of
plant. However, in coffee (Coffea arabica) exposure to water deficit during the reproductive
phase, specifically during flowering, is an effective mechanism to increase the quality of grains.
It is very studied that the interaction between endogenous and environmental factors would be
responsible for controlling the anthesis time in Coffea arabica. However, the regulatory
mechanism for promoting floral opening in coffee is still unknown. Recently, the connection
between the level of expression of genes that encode the main enzymes in the ethylene
biosynthesis pathway (ACS and ACO), in response to different water conditions, and the
promotion of anthesis in coffee has been suggested. The isoforms of the ACS and ACO
enzymes are encoded by multigenic families in plants used as model and plants of agronomic
interest. Those genes may exhibit a divergent expression pattern, dependent on stress, cultivar,
age and organ of the plant. Previous study of the characterization of probable members of the
ethylene biosynthesis pathway in coffee (Coffea arabica) resulted in the identification of 1 gene
encoding the ACS enzyme and 3 homologous genes for the ACO enzyme, but the expression
analysis was performed exclusively on fruits. Therefore, the expression profile of these genes
in other tissues remains unknown and expanding the understanding of possible regulatory
mechanisms involved in the flowering of this species is essential for coffee agribusiness.
Considering the possible influence of ethylene on coffee anthesis, the objective of this study
was to identify new genes capable of encoding isoforms of the ACS and ACO enzymes, as well
as to determine the profile of gene expression in different organs of coffee plants under water
deficit condition. The experiment was conducted in a greenhouse with 5-year-old Coffea
arabica plants, during the flowering period. A completely randomized design was used, with
two water conditions (well irrigated and water deficit) and three biological replications.
Analysis of leaf water potential and characterization of the quantitative expression of six target
genes in leaves, buds in the G5 stage, flowers and roots were performed. Well water plants
showed yWf=-0.3 MPa while plants subjected to water deficit showed values below -3.0 MPa.
4 probable ACS genes (CarACS1, CarACS2, CarACS3, CarACS7) and 3 probable ACO genes
(CarACO3, CarACO4, CarACO5) were identified, showing that Coffea arabica has small
multigenic families for the ACS and ACO enzymes. The analysis of gene expression showed
that there are unique and overlapping expression patterns of the ACS and ACO genes, and that
this expression is dependent on the organ and water condition. Interestingly, the ACO genes in
coffee plants under water deficit didn’t show differential expression in leaves, buds and flowers,
but were suppressed in the roots. Together, these results show that possibly the ACC produced
during the water deficit is not converted into ethylene, remaining accumulated in the organs,
especially in the roots during the drought period.

Keywords: Coffee tree. Water stress. Hormone.
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1 INTRODUGAO

A sessilidade é um fator extremamente desafiador para a sobrevivéncia das plantas
devido & exposicdo constante a multiplos fatores ambientais adversos (DUBOIS et al., 2018),
Dentre eles, tensBes abidticas como a escassez no contetdo de agua do solo pode afetar
negativamente o crescimento e interromper o desenvolvimento das plantas (JOSHI et al., 2016;
KOCH et al., 2019; VISHWAKARMA et al., 2017). Analisando espécies cultivadas, perdas
significativas no rendimento sdo comuns em muitas culturas importantes, ja que a restricdo
hidrica limita 0 méximo potencial produtivo da planta(CONTI et al., 2019; FORNI et al., 2017).
Entretanto, a ocorréncia de prejuizos causados pelo déficit hidrico no metabolismo vegetal ndo
dependem apenas da frequéncia e da severidade do estresse, mas também da espécie, do 6rgédo
e seu estagio de desenvolvimento (DEMIREVSKA et al., 2009; FORNI et al., 2017).

No cafeeiro (Coffea arabica) a exposi¢do ao deficit hidrico durante a fase reprodutiva,
especificamente durante o florescimento, se mostrou um mecanismo efetivo para aumento na
qualidade dos grdos (GUERRA ET al., 2005). O florescimento sequencial € uma caracteristica
intrinseca da espécie ( DE OLIVEIRA et al., 2014) e indesejavel para o manejo da cultura, uma
vez que, a abertura floral em tempos distintos promove o desenvolvimento assincrénico dos
frutos. Em consequéncia, a maturacdo dos frutos é desuniforme, o que reduz a qualidade da
xicara, a rentabilidade do produtor e impacta negativamente na comercializacdo dessa
commodity. Estudos tem relatado, ha algum tempo, que a antese no cafeeiro é obtida quando as
plantas sdo submetidas a periodos de seca seguidos por reidratacdo (GUERRA et al., 2005;
ROCHA et al., 2007; SOARES et al, 2005). Na literatura, é extensivamente documentado que
a interacdo entre fatores endégenos e ambientais seriam responsaveis por controlar a antese em
Coffea arabica (LEITE et al., 2004; CAMARGO & CAMARGO.; PICINI et al., 1999;
SOARES et al., 2005). Entretanto, 0 mecanismo regulador para promocéo da abertura floral no
cafeeiro ainda é desconhecido.

A rapida percepcéo de tensdes bidticas e abidticas, através da interacdo planta-ambiente,
assegura o desenvolvimento de mecanismos para limitar os danos causados pelas perturbacoes
do ambiente (DEPUYDT & HARDTKE, 2011). Durante o periodo seco ocorrem alteracdes
em nivel molecular, celular e de sistema que resultam de um ajuste fino na producdo e
sinalizacdo de moléculas que atuam em conjunto para evitar efeitos deletérios & sobrevivéncia
do vegetal (BASU ET AL. 2016; DEPAEPE & VAN DER STRAETEN, 2019; WILKINSON
et al., 2012). Crisosto et al (1992) sugeriram que a antese no botdo floral do cafeeiro ¢
promovida por sinalizagdo quimica, e as moléculas capazes de induzir esse processo seriam

sintetizadas nas raizes durante o déficit hidrico. Nesse contexto, os fitohorménios poderiam
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atuar como candidatos nessa funcéo ja que desempenham papel-chave na regulacéo de respostas
das plantas durante o déficit hidrico (Albacete, Martinez-Anddjar, & Pérez-Alfocea, 2014;
Gray, 2004; Kohli, Sreenivasulu, Lakshmanan, & Kumar, 2013). O etileno, Gnico horménio
gasoso dos vegetais, € um hidrocarboneto simples (C2H4) que esta envolvido em muitos
processos de crescimento e desenvolvimento em plantas superiores, (Abeles & Morgan, 1992;
Chang, 2016; Graham et al., 2018; Liu et al., 2015). Alem de desempenhar papel fundamental
em diferentes fases do ciclo vegetal, o etileno atua na modulacéo de respostas a uma variedade
de estresses, incluindo a deficiéncia hidrica (Arraes et al., 2015; Cao et al., 2008; Paudel &
Bede, 2015; Sasidharan & Voesenek, 1991; Savada et al., 2017; Wu & Yang, 2019; Yu et al.,
2019).

Recentemente, a conexdo entre o nivel de expressdo de genes que codificam as
principais enzimas da via da biossintese do etileno, em resposta as diferentes condi¢bes
hidricas, e a promocdo da antese no cafeeiro foi sugerida (LIMA, 2015). As isoformas da 1-
Aminociclopropano-1-Carboxilato sintase (ACS) e 1-Aminociclopropano-1-Carboxilato
oxidase (ACO) sdo codificadas por familias multigénicas na espécie modelo Arabidopsis
thaliana (GOMEZ-LIM et al., 1993; YAMAGAMI et al., 2003) e podem ser diferencialmente
expressas em resposta a tensdes ambientais (Tsuchisaka & Theologis, 2004b). Adicionalmente,
estudos realizados em importantes espécies agrondémicas como soja (Arraes et al., 2015), milho
(Gallie & Young, 2004), arroz (lwai et al., 2006) e tomate (Seymour et al., 2013) demonstraram
que a biossintese do etileno também é regulada por uma familia multigénica e seus membros
podem exibir um padrdo de expressdo divergente, dependente do estresse, cultivar, idade e
6rgdo da planta. Estudo prévio da caracterizacdo de provaveis membros da via de biossintese
do etileno em café (Coffea arabica) resultou na identificacdo de 1 gene que codifica a enzima
ACS e 3 genes homologos para enzima ACO, mas a analise da expressdo foi realizada
exclusivamente em frutos (Sagio et al., 2014). Portanto, o perfil de expressao desses genes em
outros tecidos permanece desconhecido e ampliar o entendimento sobre possiveis mecanismos
regulatérios envolvidos no florescimento dessa espécie é essencial para o agronegocio do café.
Considerando a possivel influéncia do etileno sobre a antese do cafeeiro, objetivou-se com esse
estudo identificar novos membros capazes de codificar isoformas das enzimas ACS e ACO,
bem como determinar o perfil de expressdo génica em diferentes 6rgdos dos cafeeiros em
condicéo de deficit hidrico. e seus membros podem exibir um padréo de expressdo divergente,
dependente do estresse, cultivar, idade e 6rgdo da planta. Estudo prévio da caracterizacao de
provaveis membros da via de biossintese do etileno em café (Coffea arabica) resultou na

identificacdo de 1 gene que codifica a enzima ACS e 3 genes homologos para enzima a ACO,
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mas a analise da expressdo foi realizada exclusivamente em frutos (Sagio et al., 2014). Portanto,
o perfil de expressdo desses genes em outros tecidos permanece desconhecido e ampliar o
entendimento sobre possiveis mecanismos regulatérios envolvidos no florescimento dessa
espécie é essencial para o agronegocio do café. Considerando a possivel influéncia do etileno
sobre a antese do cafeeiro, objetivou-se com esse estudo identificar novos membros capazes de
codificar isoformas das enzimas ACS e ACO, bem como determinar o perfil de expressao

génica em diferentes 6rgdos dos cafeeiros em condicdo de déficit hidrico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 ldentificacdo in silico das sequéncias homologas e analises filogenéticas de
Coffea arabica

Os genes que codificam enzimas na biossintese de etileno e nas vias de resposta em
Arabidopsis thaliana foram recuperados do banco de dados KEGG (AOKI & KANEHISA,
2005). Cada uma dessas sequiéncias de proteinas desses genes foi usada como entrada para
realizar pesquisas de similaridade com os genomas de espécies vegetais de diferentes ordens,
como Solanales, Gentianales, Brassicales, Cucurbitales, Rosales, Fabales, Malpighiales,
Vitales, Poales, Amborellale, Ginkgoales e a samambaia Selaginella moellendorffii. Essas
pesquisas foram feitas com BLAT (versdo 36x2) (KENT, 2002) com os parametros "-

minldentity" definido como 50 e "-maxIntron" definido como 10500. O parametro "-
minldentity" controla a identidade minima entre a proteina inserida e a gendémica A sequéncia
de DNA traduzida em seis quadros de leitura e o "-maxintron” define o tamanho méaximo de
intron no genoma referenciado.

Todas as seqiiéncias de proteinas previstas para uma enzima especifica foram
submetidas a um filtro de comprimento, apenas proteinas com comprimento superior a 70% da
sequéncia de entrada de Arabidopsis thaliana foram consideradas para etapas posteriores. Além
disso, removemos da andlise as proteinas previstas cuja sequéncia inserida estava abaixo de
70% de seu comprimento. Estas etapas foram realizadas para relatar apenas enzimas com um
comprimento semelhante. As sequéncias previstas restantes e a sequéncia inserida para cada
enzima foram entdo alinhadas com o0 MAFFT (versao 7.427) (KATOH & TOH, 2008) através
da orientacdo do script perl (versdo 2.02) (SELA ET AL., 2015). O parametro de orientacdo "-
-colCutoff" foi definido em 0,93 para remover sequéncias previstas ndo confiaveis.

Apenas uma enzima por espécie foi relatada com base em multiplas interagdes da analise
filogenética com o pacote de orientacdo Phylip (versdo 3.698) (FELSENSTEIN, 1993).
Primeiramente, o resultado do alinhamento da orientacdo foi inicializado para 1000
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reamostragens aleatorias com o SEQBOOQOT. Depois disso, as medidas de distancia foram
calculadas usando o PROTDIST usando estimativas de maxima verossimilhanga com base no
modelo de matriz JTT. Arvores ndo enraizadas foram produzidas com NEIGHBOR, embora 0
método de associacdo de vizinhos e a arvore de consenso final tenham sido produzidos com
CONSENSE, que calcula arvores pelo método de consenso da regra da maioria. Se uma
proteina especifica na arvore de consenso néo refletiu sua distribuigdo filogenética da espécie,
ela foi removida da analise.

Finalmente, as seqiiéncias de proteinas Coffea arabica e Coffea canephora foram
alinhadas com as sequéncias de plantas no banco de dados do NCBI por meio da ferramenta
BLAST online (ALTSCHUL et al., 1990) disponivel em (https: //blast.nchi.nlm .nih.gov /
Blast.cgi). Esta etapa foi realizada para verificar se a proteina prevista ¢ homdloga de qualquer

proteina depositada no banco de dados NCBI.

2.2 Desenho de primers para RT- gPCR
Com base nas sequéncias obtidas na analise in silico, os iniciadores forward e reverse

para a amplificacdo de fragmentos via PCR quantitativa (RT-qPCR) para os genes CarACS3-
like e CarACS7-like foram projetados utilizando a ferramenta OligoAnalayzer da IDT
(Integrated DNA Technologies; https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). Os pares
de primers para 0s genes CaACS1-like, CaACO1-like, CaACO4-like e CaACO5-like foram

selecionados do estudo anterior (Ségio et al., 2014) (Tabela 1).

Tabela 1 — Sequéncia dos primers para amplificacdo de transcritos na PCR quantitativa (RT-

gPCR), em que: TM — a temperatura de melting e E — eficiéncia de anelamento do

primer.
Gene Sequéncia do primer Concentracdo Volume Tm E Autor
5-3) (LM) (ML) C) (%)
ACS1 F: 1 15 53,8 90 Sagio et al
TTGTTTGTCACAGCTCCAATG 51,6 (2014)
R:
TCCCAATGGATTTGATGGAT
ACS3 F: 2 3,0 59,0 93 Esse estudo
CTGCTTCTTCTCTTTTTGCCT 60,0
R:
CTGCCATCCCAGGAAGTACG
ACS7 F:TTCGCAGACACAGCAGCT 2 3,0 57,3 100 Esse estudo
R: 55,0

ATGCCCCTATTTCTCAAGCC
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ACOl1 F: 1 15 55,5 96 Sagio et al
ACGTGGAAGCCAATGTTACC 55,0 (2014)
R:GAGGGAGAAGAAAACATCC
TAGC

ACO4 F: 1 15 54,4 95 Sagio et al
CGCAACTGTTTGAGATCACG 54,1 (2014)

R:
CCAATCCAAGCATTAACAAG
G

ACO5 F:GCTCTTGTATCCCGGAGGTT 1 15 56,6 93 Sagio et al
R: 55,8 (2014)
GAGTTTGGGAGCCTTGTCAG

RPL3 F:GCGAAGAAGCAGAGGCAGA 2 3,0 59,0 87 (Fernandes-

9 A 60,0 Brum et al.,
R: 2017)
TTGGCATTGTAGCGGATGGT

AP47 F.GGTGTACGCTCACCATTTTC 15 2,25 59,0 97 Fernandes-
ATC 58,0 Brum et al
R:AGCCAACAGCACCAGTAAC (2017)
TTG

Fonte: Do autor (2020).

2.3 Condicao de crescimento das plantas, tratamentos e amostragem das plantas
para RT-gPCR

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo com plantas de Coffea arabica de 5
anos de idade cultivadas em vasos de 50L. As plantas foram mantidas bem irrigadas (100% da
capacidade de campo) durante sete dias. Apds esse periodo, o tratamento de restricdo hidrica
foi iniciado com a suspensdo da irrigacdo para um grupo de plantas enquanto outro grupo
continuo recebendo irrigacdo diariamente. A reposicdo da agua perdida por transpiracdo e
evapotranspiracdo no grupo de plantas bem irrigadas era realizada ao final de cada dia,
observando-se 0 encharcamento do solo até o escoamento da agua pela extremidade inferior
dos vasos. Cada tratamento era composto por trés repeticdes bioldgicas em delineamento
inteiramente casualizado.

O status hidrico das plantas foi monitorado com camara de pressdo (PMS Instruments-
Plantmoisture- Modelo 1000) tipo Scholander (SCHOLANDER et al., 1965) em folhas
completamente expandidas localizadas entre 0 3° e 5° nd. A andlise foi realizada a cada trés
dias, entre 3h e 5h da manha. O periodo experimental foi determinado pelos valores de potencial
hidrico foliar (yws) obtidos nas plantas submetidas ao déficit hidrico (Figura 6). Quando as
plantas desse tratamento apresentaram ywr antemanha de, no minimo, -3,0 MPa (LIMA, 2015),
o experimento foi finalizado e folhas, flores, gemas no estadio G5 e raizes foram coletados,

congelados em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80.
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Figura 6 — Potencial hidrico foliar de Coffea arabica nos tratamentos irrigado (IR) e déficit

hidrico (DH).
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Legenda: As barras representam média de trés repeticdes e erro padréo. Letra mailsculas comparam as
condigoes (IR - Irrigado e DH - Déficit Hidrico) entre cada periodo experimental (0, 5 e 10 DAT), Letras
minusculas comparam cada condicdo (IR ou DH) dentro dos periodos experimentais (0, 5 e 10 DAT).
Letras diferentes indicam diferencas significativas com P < 0.05 (Scott Knott teste).

Fonte: Do autor (2020).

2.4 Isolamento de RNA e sintese de cDNA

Inicialmente, os tecidos foram macerados utilizando nitrogénio liquido e acrescidos de
Polivinilpolipirrolidona (PVPP). 200mg do material macerado foi adicionado em tubos de 2mL
para extracdo do RNA total pelo método CTAB. O tampao de extracdo foi preparado de acordo
com Chang et al., 1993 e o protocolo original adaptado para tecidos de Coffea arabica.

O tampdo de extracdo foi pré-aquecido em banho-maria a 65°C durante 10 minutos. Em
seguida, adicionou-se 700ul. do tampdo e 100ul. de B-mercaptoetanol, homogeneizou em
agitador de tubos por 2 minutos e incubou-se a 65°C por 20 minutos. Acrescentou-se 800uL
cloroférmio, agitador de tubos por 2 minutos e centrifugou-se a 4°C por 10 minutos a 15000rpm.
Coletou-se 550uL do sobrenadante e transferiu-se para tubos de 1,5mL. Adicionou-se 0 mesmo
volume de cloroférmio, agitador de tubos e centrifugacdo por 10 minutos a 4°C. Coletou-se
500uL do sobrenadante e transferiu-se para novos tubos de 1,5mL. Adicionou-se 0 mesmo
volume de cloroférmio, agitador de tubos e centrifugacdo por 10 minutos a 4°C. Coletou-se
450uL do sobrenadante e transferiu-se para novos tubos de 1,5mL. Adicionou-se 0 mesmo
volume de cloroformio, agitador de tubos e centrifugacdo por 10 minutos a 4°C. Adicionou-se
104 pL do LiCl2 12 M (esse volume tera a concentracdo final de 2,5M). Deixou-se os tubos
precipitando overnight a -20°C. Posteriormente, centrifugou-se por 30 minutos a 17000 g a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1mL de LiCl> 12M. Centrifugou-se durante
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15 minutos a 17000 g & 4°C e o sobrenadante foi descartado adicionando-se 1mL de etanol 70%.
Centrifugar novamente a 17000 g por 10 minutos a 4 °C. Essa etapa foi realizada duas vezes.
Finalmente, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 20 pL de agua MiliQ.
As amostras de RNA (5,0 pg) foram tratadas com Turbo-free DNA Kit (Life
Technologies) para remocdo de DNA gendmico residual. A concentragdo do RNA foi
determinada via quantifica¢do por espectroscopia utilizando NanoVue™ (GE Healthcare Life
Sciences, Séo Paulo, SP, Brasil). Para a avaliacao da integridade do RNA, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% e visualizado no fotodocumentador UV-
transilluminator (UVITEC FireReader XS D-77Ls-20.M). A sintese de DNA complementar
(cDNA) foi realizada a partir de 1,0 pg de RNA utilizando o Kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Applied Biosystems™ (Life Technologies), seguindo as recomendagdes do

fabricante.

2.5 Andlise da expressao génica via RT- qPCR

A anélise da especificidade e eficiéncia da amplificacdo de cada primer desenhado nesse
estudo foi realizada segundo Fernandes-Brum et al (2017). A analise da expressdo dos genes
foi realizada em termociclador Rotor-Gene Q Real-Time PCR (Venlo, Holanda), utilizando
sistema de deteccdo SYBR® Green (QuantiFast SYBR Green PCR Kit — Qiagen). O volume
final da reacdo foi de 15uL: 7,5uL de SYBR Green, 1,5uL de cDNA ¢ concentragdes especificas
de primer e agua para cada gene (Tabela 1). As condic¢des para RT-qPCR foram: 5 mina 95 °C
para ativacdo da enzima, seguidos de 40 ciclos de 5sa 95 °C e 10 s a 60 °C, finalizando com
uma curva de melting para analise da especificidade da reacdo, aumentando-se a temperatura 1
°Cacada5s, numarampade 60 °C a 95 °C. Para o0 gene ACS1, excepcionalmente, os 40 ciclos
ocorreram com a temperaturas 58°C no anelamento do primer. Foram utilizadas trés repeticdes
bioldgicas de cada tratamento e tipo de tecido analisado, sendo utilizadas triplicatas técnicas
para cada uma das amostras.

A expressdo relativa foi calculada pelo método AACT (PFAFFL, 2001) usando os genes
de referéncia AP47 e RPL39 (Tabela 1). Os calculos da razdo de expresséo e os intervalos de
confianca foram submetidos a anélise estatistica com modelo linear misto Steibel et al (2009).
O modelo é dado pela equac&o:

yiklm = p + TGik + Il + eiklm

em que Yikim € 0 Cq (ciclo de quantificagdo) obtido do software do termociclador para o

k-ésimo gene (referéncia ou alvo) do m-ésimo pogo, correspondente a I-esima planta sujeita ao

i-ésimo tratamento (IR, DH) ; TGik € o efeito da combinacdo do i-ésimo tratamento (IR, DH)
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na expressdo do gene k (referéncia ou alvo); em que a combinacéo do i-ésimo (folha, gema, flor
ou raiz) e o j-ésimo (IR ou DH); Il ~ N (0, o2lk) é um efeito aleatdrio especifico da planta; e

eijklm ~ N (0, 62) ¢ um termo residual.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlise filogenética

Proteinas associadas aos membros de todas as etapas da via de biossintese em Coffea
arabica foram classificadas a partir do alinhamento maultiplo das sequéncias de residuos de
aminoacidos com base na presenca de um dominio para definir uma familia, porque € provéavel
gue sequéncias com o mesmo dominio proteico sejam homodlogas (WANG et al., 2018).
Portanto, baseados nos critérios de homologia e filogenia caracterizamos as sequéncias
identificadas em nossas buscas. O estudo in silico do genoma de Coffea arabica permitiu a
identificacdo de sequéncias génicas relacionadas com as duas principais enzimas da rota de
biossintese do etileno (ACS e ACO) a partir da comparagdo com sequéncias proteicas ortologas
de 21 espécies, utilizando o parametro de identidade igual ou superior a 70% e cobertura
minima de 50%. Todas as sequéncias de Coffea arabica foram preditas e curadas manualmente.
Os padrdes de similaridade foram verificados por arvores filogenéticas e a analise cladistica
forneceu evidéncias sobre o agrupamento dos genes. Analises filogenéticas para o estudo de
identificacéo e caracterizacao de genes em Coffea arabica, frequentemente, incluem sequéncias
de Coffea canephora, porque além de pertencer ao mesmo género, Coffea canephora é um dos
progenitores de Coffea arabica (LASHERMES et al., 1999). Portanto, a clusterizacdo entre

ortlogos dessas espécies ja era esperado em todas as enzimas avaliadas.

3.1.1 Familia dos genes ACS

A comparagdo por homologia de sequéncias identificou, inicialmente, 9 possiveis genes
ACS em Coffea arabica (CarACS 1-4, CarACS 6-8, CarACS10, CarACS12). A clusterizagéo
com Coffea canephora (CcACS) foi verificado para ACS7, ACS10 e ACS12, enquanto as
demais permaneceram no mesmo clado (Figura suplementar 1). No entanto, ACS3 clusterizou
diretamente com as ACS4 e ACSS8, assim como ACS1 e ACS2 clusterizaram entre si. No filtro
de similaridade, ACS2, ACS4 e ACS8 foram removidas por conter homologia superior a 98%.
Possivelmente, a elevada semelhanca entre essas sequéncias pode ter sido causada por
duplicacdo genética. A auséncia de refinamento em pesquisas de similaridade de sequéncia,
comumente, pode gerar anotacdo incorreta em repositorios de dados moleculares (HOUBEN &
VAN DE POEL, 2019) e o pipeline apurado das nossas observagdes confirma que houve erro
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de anotacdo no genoma de Coffea arabica ao nomear as ACS2, 4 e 8 genes distintos. O
mecanismo de duplicacdo de genes é uma das causas da complexidade nos genomas mas
também da promocéo da diversidade genética entre os organismos (BALAKIREV & AYALA,
2003; WANG et al., 2018). Esse evento produz cépias de genes que podem adquirir funcbes
distintas do gene parental, mas € muito comum ocorrer redundancia entre genes que por
apresentar alta homologia de nucleotideos, desenvolverem fungdes semelhantes ao seu parental
(TUTAR, 2012). Os genes SEPALLATA, da familia MADS box, sdo exemplos da duplicacbes
que preservaram a redundancia de funcdo entre copias de genes (DITTA et al., 2004; PELAZ
et al., 2000). Nossa analise revelou que as ACS removidas eram provenientes de regides
gendmicas muito proximas e € provavel que tenham sido originadas de duplica¢cdes em tandem.
A proporcéo de duplicacdo local é variavel entre as espécies (VUKASINOVIC et al., 2014;
YU et al., 2015) e, muitas vezes, sequéncias repetitivas sdo excluidas ou incapacitadas de
codificar RNA ou proteinas funcionais, originando os pseudogenes (VANIN, 1985), a exemplo
da ACS3 em Arabidopsis thaliana (YAMAGAMI et al., 2003). A manutencdo de sequéncias
sem promotor ou com acumulo de mutacdes nos genomas foi incompreensivel durante muitos
anos (ANDERSSON & ANDERSSON, 2001; FORCE et al., 1999; JACQ et al., 1977), mas na
ultima década os pseudogenes demonstraram ser funcionais e colaborar com mecanismos de
regulacdo nas plantas (WEN et al., 2012; XIE et al., 2019; YANG et al., 2011).

A analise comparativa mostra que ACS2 apresenta 98,5% de identidade com ACS1. A
diferenca de 1,5% entre essas sequéncias resulta dos 21 residuos de aminoacidos especificos da
ACS1. Em virtude disto, consideramos que a sequéncia nomeada como ACS2 em Coffea
arabica pode ser resultado da duplicagdo do gene CaACS1-like, que foi identificado,
sequenciado e depositado no National Center for Biotechnology Information (NCBI -
KF975694) e demonstrou ser um gene funcional (SAGIO et al 2014). No entanto, para ACSS6,
29% da diferenca foi verificada em relagdo a sequéncia do gene ACS1 (Figura 7A), além de
agrupar em um ramo mais distante na arvore filogenética. Em conjunto, esses seriam indicios
de que o ACS6 poderia ser um novo gene em Coffea arabica. Contudo, CarACS6 clusterizou
com ACS2 de Coffea canephora (CcACS2) e as sequéncias de aminoacidos sdo 100% idénticas
(Figura 7B).

Figura 7 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas CarACS6, CCACS2 e
CarACS2 geradas pelo programa ClustalX.
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Legenda: Residuos idénticos entre as trés sequéncias estdo em azul escuro e residuos idénticos apenas
entre duas sequéncias estdo em azul claro. Linha tracejada indica perda de residuos.
Fonte: Do autor (2020).

Isso fornece evidéncias de que, possivelmente, ocorreu erro na anotacdo e a sequéncia
nomeada como ACS6 em Coffea arabica é, provavelmente, 0 homdlogo ACS2. Um ponto
importante é observar que as ACS6 de outras espécies na arvore agruparam no mesmo clado
que as ACS1 e ACS2 (Figura suplementar 1), sinalizando elevada semelhanca nas sequéncias
desses homdlogos, o que pode ter causado o0 equivoco na nomeacdo dos genes em Coffea
arabica. Portanto, nesse trabalho, renomeamos a sequéncia de CarACS6 para CarACS2.

A ACS3 também foi identificada anteriormente a partir de contigs no repositorio do
CafEST (LIMA et al. 2011). A identificagdo da ACS3 com predi¢do no genoma, em nosso
trabalho, reforca a possibilidade de existéncia desse homologo no cafeeiro Arabica. Da mesma
forma que os homologos ACS1 e ACS2 eram muito semelhantes, ha evidéncias de que ACS3,
ACS4 e ACS8 tenham resultado da duplicacdo genética. Esses homologos compartilham mais
de 98% de identidade e a diferenca entre eles reside nos 7 residuos de aminoacidos presentes
apenas na sequéncia da ACS3 e nos gaps existentes nas sequencias as ACS3 e ACS4 (Figura
8).
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Figura 8 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas CarACS4, CarACS8 e
CarACS3 geradas pelo programa ClustalX.

Legenda: Residuos idénticos entre as trés sequéncias estdo em azul escuro e residuos idénticos apenas
entre duas sequéncias estdo em azul claro. Linha tracejada indica perda de residuos (gaps).
Fonte: Do autor (2020).

Apesar da clusterizacdo entre CarACS3 e CcACS4, optamos por ndo renomear este
homdlogo, mas considerar a diferenca na sequéncia da CarACS3. Além disso, é interessante
notar que Amborella trichopoda também possui ACS3 e que ela clusteriza com ACS11 em
Ginkgo biloba, sugerindo que a ACS3 pode ser a proteina mais primitiva em relacdo as ACS4
e ACS8. Essas especies, atualmente, compartilham uma caracteristica interessante: sdo as
Unicas representantes de suas familias. Amborella trichopoda € a Unica espécie da familia
Amborelaceae e Ginkgo biloba é a Gnica espécie extante da familia Ginkgoaceae. Ambas séo
consideradas as espécies mais basais dentro de seus grupos e Amborella trichopoda é
considerada a espécie com flor mais basal na linhagem das angiospermas (GUAN et al., 2016;
PARKINSON et al., 1999; VILLEGENTE et al., 2017; ZHOU, 2009). O agrupamento entre
elas indica semelhanca entre suas sequéncias, possivelmente, pela caracteristica ancestral em
relacdo as demais espécies. Aqui, definimos que a familia ACS em Coffea arabica é composta
por 6 possiveis genes ACS: ACS1, ACS2, ACS3, ACS7, ACS10 e ACS12.

Em paralelo, identificamos para Coffea canephora 7 possiveis genes homologos da ACS
(ACS1-4, ACS7, ACS10, ACS12). Filogeneticamente, apenas as ACS1 e ACS2 clusterizaram
entre si e apesar de conter 95% de identidade, nossa andlise identificou que essas sequéncias
estdo localizadas em cromossomos diferentes. Existe pouca discrepancia entre o nimero de
ACS em Coffea canephora e Coffea arabica. E possivel que ao longo da evolugdo Coffea
arabica tenha perdido algumas regides cromossémicas ou que 0 sequenciamento do genoma
néo esteja completo e, dessa forma, a funcdo da ACS4 perdida pode ter sido assumida por outra
ACS. Essa seria outra explicagdo para semelhanca entre as sequéncias de ACS3 e ACS4
encontradas nesse trabalho, e reforca a hipdtese de erro de anotagcdo como discutido

anteriormente. Vale salientar que Coffea arabica resulta do cruzamento entre Coffea
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canephora e Coffea eugenioides, mas pela auséncia do sequenciamento completo do genoma
deste altimo, focamos nossa comparacao apenas entre Coffea canephora e Coffea arabica. De
acordo com nossa anélise, as ACS de Coffea canephora estao distribuidas em 6 cromossomos,
mas ainda ndo € possivel obter essa informacdo para Coffea arabica porque, embora
sequenciado e parcialmente anotado, o genoma utilizado nesse estudo ainda nédo estd montado
ao nivel cromossémico.

A familia do gene ACS em Arabidopsis thaliana é composta por 12 genes ACS
distribuidos em 5 cromossomos, mas apenas 9 codificam auténticas ACS (YAMAGAMI et al.,
2003). Em tomate (SEYMOUR et al., 2013) e arroz (ZAREMBINSKI & THEOLOGIS, 1997),
0 genoma contém 6 e 5, genes anotados como ACS, respectivamente. Essa divergéncia entre as
espécies ainda nao foi esclarecida, mas no geral, todas as culturas domesticadas analisadas
possuem uma familia multigénica para ACS e seus membros compartilham regides altamente
preservadas no nucleo catalitico associadas (ARGUESO et al. 2007) com a estrutura
tridimensional (CAPITANI, et al. 1999) , especificidade ao substrato e atividade catalitica
(McCARTHY etal., 2001). Embora identificadas anteriormente, na ACS1 somente os dominios
1 e 2 foram observados e para ACS3 nenhuma informacao acerca dos sitios conservados foi
relatado (LIMA et al., 2011; SAGIO et al., 2014). Demonstramos neste estudo que todas as
ACS de Coffea arabica possuem as 7 dominios conservados (Figura 9) encontradas em ACS
de outras espécies ( KIM et al., 2008; LEE & YOON, 2018; MUNOZ-ROBREDO et al., 2011)
e aminotransferases de Arabidopsis (YAMAGAMI et al., 2003).

Uma analise detalhada do alinhamento das isozimas confirmou que os onze residuos de
aminoacidos conservados (MUNOZ-ROBREDO et al., 2011; YAMAGAMI et al., 2003) estio
presentes em todas as sequéncias de Coffea arabica, exceto nas ACS 10 e 12. O residuo de
tirosina (YY), na caixa 2, esta ausente na ACS10 e foi substituido por serina (S) na ACS12. Além
disso, os residuos de aspartato (D) e tirosina (Y) foram substituidos por asparagina (N279) e
leucina (L282), respectivamente, na ACS10. Taxas de substitui¢cdes nos sitios desses residuos
também foram observadas com maior frequéncia nas ACS10 e 12 de soja, magéd, tomate, lapulos
e batata (material suplementar) contribuindo para maior identidade entre essas subfamilias
guando comparadas com sequéncias de outras ACS, inter e intra espécie. Como em Arabidopsis
(YAMAGAMI et al., 2003), é provavel que as proteinas identificadas como ACS 10 e 12 em
Coffea arabica possam codificar aminotransferases.

A presenca do residuo de tirosina na caixa 2 € fundamental para conformacéo
tridimensional das proteinas ACS (CAPITANI et al., 1999) porque auxilia na ligacdo do 5-
fosfato pirodoxal (PLP) ao sitio da apoenzima ACS: Lisina (K), na caixa 5 (MUNOZ-
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ROBREDO et al., 2011; TSUCHISAKA & THEOLOGIS, 2004a). Esse cofator (PLP) é
essencial para as enzimas dependentes do PLP, como as ACS e algumas aminotransferases
(ARGUESO et al., 2007). Portanto, entende-se que a auséncia da tirosina nesse dominio
conservado compromete a atividade catalitica de conversdo do AdoMet em ACC mas nédo
compromete outros tipos de catalises, como transaminagdo e desaminacdo (ARGUESO et al.,
2007). As ACS integram a superfamilia das aminotransferases tipos | e Il (ARRAES et al.,
2015) e a determinacdo da atividade das isozimas como auténticas ACS requer experimentos
adicionais (YAMAGAMI et al., 2003). Mas os resultados obtidos nesse trabalho indicam que
a familia multigénica ACS em Coffea arabica, possivelmente, é formada por apenas 4 membros
auténticos com atividade catalitica de ACS: ACS1, ACS2, ACS3 e ACST.
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Figura 9 — Caracterizacdo das sequéncias protéicas das provaveis enzimas ACS em Coffea
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Legenda: Caracterizacdo das sequéncias protéicas das provaveis enzimas ACS em Coffea arabica a
partir do alinhamento de sequéncias de aminoacidos de ACS e aminotransferases de outras espécies.
Mtr: Medicago truncatula, Ath: Arabidopsis thaliana, Car: Coffea arabica, Cc: Coffea canephora,
Zma: Zea mays, Sol: Solanum lycopersicum, Gb: Ginkgo biloba. Os 7 dominios conservados estdo
marcados em caixas pretas. Os asteriscos indicam o0s 11 aminoacidos invariantes conservados entre as
isozimas de ACS e aminotransferases. O circulo preenchido indica o local de ligacdo especifica ao
substrato no residuo de Glutamato (E).

Fonte: Do autor (2020).
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Quanto a capacidade funcional, a delecdo de residuos de aminoéacidos pode inativar a
atividade da enzima. A auséncia do tripeptideo PSN (caixa 4) em ACS1 de Arabidopsis tornou
essa sequéncia um pseudogene que codifica um polipeptideo ndo funcional (YAMAGAMI et
al., 2003). Logo, conclui-se que a auséncia de delecbes nos residuos conservados em todas as
7 caixas de Coffea arabica indica que essas sequéncias sao enzimaticamente ativas (EL-
SHARKAWY et al., 2008; LEE & YOON, 2018; MUNOZ-ROBREDO et al., 2011), ou seja,
sequéncias génicas funcionais para codificar ACS. O residuo de glutamato (E) na caixa 1 é
responsavel pela especificidade do substrato (McMACTENEY et al., 2001) e esta presente em
todas as ACS de Coffea arabica, exceto na ACS12. Mas substitui¢do nesse residuo ndo implica,
necessariamente, em auséncia de especificidade porque ha evidéncias de que a presenca do
glutamato ndo determina o tipo de atividade catalitica da enzima (YAMAGAMI et al., 2003).
Outro indicio para essa afirmacéo é o fato da ACS10 em Coffea arabica possuir o residuo E
mas apresentar maior similaridade com ATases, como discutido anteriormente.

As auténticas ACS séo agrupadas em 3 tipos distintos com base na presencga ou auséncia
de residuos de serina (S) para fosforilacdo na regido C-terminal das sequéncias proteicas
(HYUN & KIEBER, 2005; YOSHIDA et al., 2005). O gene ACS1 de Coffea arabica codifica
proteina ACS com terminal C mais longo e com locais de fosforilacdo para as proteinas cinase
dependentes de célcio (CDPK) e proteinas cinase ativadas por mitégeno (MAP cinase) e por
isso pode ser agrupada no tipo 1 (LIU & ZHANG, 2004; SEBASTIA et al., 2004). A auséncia
de local alvo para fosforilacdo nas proteinas ACS que também possuem a extensao C-terminal
mais curta sdo classificadas como tipo 3 (EL-SHARKAWY et al., 2008; LIU & ZHANG, 2004;
TUCKER et al.,2010) e as ACS2, ACS3 e ACS7 de Coffea arabica possuem estrutura
semelhante a essa. Quando as proteinas ACS possuem sitios para ligacdo exclusiva das
proteinas CDPK e o terminal C mais curto, sdo denominadas do tipo 2 (ARGUESO et al., 2007,
WANG et al.,, 2004)., mas Coffea arabica ndo possui ACS com essas caracteristicas.
Considerando a analise de sequéncia (Figura 10), provavelmente, as proteinas ACS tipo 3 séo
mais abundantes em Coffea arabica assim como em Oryza sativa (LEE & YOON, 2018).

Figura 10 — Identificacdo dos tipos de ACS nas provaveis isozimas de Coffea arabica com base
nos locais de fosforilacdo nas sequéncias de aminoacidos de outras espécies.
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Legenda: Mtr: Medicago truncatula, Ath: Arabidopsis thaliana, Car: Coffea arabica, Cc: Coffea
canephora, Zma: Zea mays, Sol: Solanum lycopersicum. Os asteriscos (*) indicam os locais de
fosforilagdo da cinase representados pelo residuo de serina “S”. A caixa rosa representa os locais de
fosforilagdo alvo para as CDPK e a caixa azul, os locais de fosforilagdo alvo para a proteina MAPK.
Fonte: Do autor (2020).

A distribuicdo das isozimas de ACS em cada tipo é divergente entre as espécies
(ARRAES et al., 2015; EL-SHARKAWY et al., 2008; LEE & YOON, 2018; MENG et al.,
2014) mas héa alguns anos relatos indicaram que todas as proteinas agrupadas nos tipos 1 e 2
sdo reguladas pos transcricional e /ou pos-traducionalmente (CHAE et al., 2003; TATSUKI &
MORI, 2001; YOSHIDA et al., 2005). A presenca de sitios alvo para atuacdo das CDPK ou
MAP cinase, como a MPK6 em Arabidopsis thaliana, confere a capacidade de regulacdo dos
niveis de etileno em resposta a sinais enddgenos e ambientais (DU et al., 2014; LEE et al. 2017;
LIU & ZHANG, 2004). Esse controle da biossintese do etileno via mecanismo de fosforilacdo
é possivel porque a estabilidade das proteinas ACS pode ser controlada por enzimas quinase.
Quando néo fosforiladas, as ACS tipo 1 e 2 tornam-se alvos de degradagéo via proteassoma
26S. A estabilidade da enzima desempenha um papel importante no potencial de catalise pois
aumenta o acumulo dessas proteinas e isso influencia a taxa de produgdo do hormdnio (JOO et
al. 2008; WANG et al. 2004; YOSHIDA et al. 2005). Curiosamente, a CarACS1 possui apenas
dois locais de fosforilacdo para MAP cinase. Possivelmente, a presenca desses sitios na por¢ao
C-terminal é mais importante do que a quantidade dos residuos de serina disponiveis, porque
foi sugerido (JOO et al., 2008) que o status da fosforilacdo é o fator mais importante na
regulacdo da estabilidade das ACS desse tipo. E interessante notar que o mecanismo de
fosforilacdo é essencial para atividade catalitica de algumas ACS mas parece dispensavel para
as ACS tipo 3. De acordo com (HYUN & KIEBER, 2005), a falta de locais para fosforilagéo

nesse grupo sugere que essas sequéncias codificam proteinas ACS mais estaveis.

3.1.2 Familia dos genes ACO

Diferentemente da ACS, um maior nimero de genes associados com a codificacdo da
ACO foi identificado em Coffea arabica estudo anterior (SAGIO et al., 2014) e depositado na
base de dados genBank NCBI. De acordo com os autores, 3 membros compdem essa familia
génica: CaACO1-like (acesso: AHN13883), CaACO4-like (acesso: AGM48542) e CaACO5-
like (acesso: KF975696). No nosso estudo, seguimos o perfil de comparacdo adotado para as

outras enzimas e identificamos possiveis genes na pesquisa de similaridade com sequéncias de
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diversas espécies: CarACO3, CarACO4 e CarACO5. Observamos que os 3 genes identificados
aqui clusterizaram com seu progenitor, Coffea canephora (Figura Suplementar 2).

Foram determinadas as sequéncias proteicas e verificamos que o maior grau de
identidade entre elas corresponde a 82%, valor abaixo do estipulado para sequéncias altamente
homdlogas nesse estudo (acima de 95%). Um ponto importante é a auséncia do gene ACO1 na
nossa pesquisa de similaridade e, a partir disso, fizemos a anélise comparativa entre 0s possiveis
genes identificados aqui e os genes identificados anteriormente. Descobrimos que CarACO3
possui 98,3% de identidade com 0 CaACO1-like (SAGIO et al., 2014) e ambos possuem 98,1%
e 98,4% de identidade com a sequéncia do ACO3 de Coffea canephora (CcACO3) (Figura
11A). No estudo de Sagio et al (2014), a anélise filogenética com sequéncias homdlogas de
Solanum lycopersicum mostraram elevado grau de similaridade entre SOIACO1 e SolACO3, e a
sequéncia proteica do gene ACO1 identificada pelos autores em Coffea arabica clusterizou com
ambas. A figura 11B mostra a arvore filogenética com as sequéncias de proteina SolACO1,
SolACO3, AtACO1 e CaACO1 utilizadas por Sagio et al (2014) e as sequéncias preditas nesse
estudo. As sequéncias das provaveis isozimas formam clados especificos, mas SolACO1(seta
preta) e CaCO1(*) ndo agrupa com as ACOL de outras espécies e possivelmente o equivoco na
anotacdo ocorreu nessa clusterizacdo. Portanto, a sequéncia CaCO1(AHN13883) foi renomeada
ao longo desse trabalho para ACO3 (caixa vermelha).

Figura 11— (A) Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas CarACO3, CcACO3
e CaACOL1 (*) geradas pelo programa ClustalX.
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Legenda: Residuos idénticos entre as trés sequéncias estdo em azul escuro e residuos idénticos apenas
entre duas sequéncias estdo em azul claro. Linha tracejada indica perda de residuos (gaps). (B) Anélise
filogenética de provavel membro da via de biossintese de etileno em Coffea arabica (caixa vermelha) e
sequencias homologas de Arabidopsis thaliana (At) e Solanum lycopersicum (SI) utilizadas por Sagio
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etal (2014). Arvore construida seguindo o modelo de comparacao neighbor-joing (SAITOU; NEI, 1987)
com 5000 randomizagdes.
Fonte: Do autor (2020).

Por outro lado, CarACO4 e CaACO4-like sdo 100% idénticas sugerindo que existe
apenas uma regido no genoma que codifica para ACO4, ndo existindo variante para esse
homologo. Em relagdo ao ACOS5, a sequéncia identificada nesse trabalho obteve 100% de
identidade com outras ACO5 de café preditas e depositadas no NCBI mas o alinhamento com
CaACO5-like (KF975696) mostrou identidade abaixo de 50%, sugerindo que pode haver mais
de uma regido genémica codificando proteinas ACO5.

Vaérias sequéncias ortélogas foram encontradas, mas o nimero de membros na familia
ACO parece bem variavel entre as espécies (HOUBEN & VAN DE POEL, 2019) utilizaram a
sequéncia da ACOL1 de maca (DILLEY et al., 2013), verificada funcionalmente, e identificaram
5 membros da ACO para Arabidopsis, 7 para macé e tomate, 9 para arroz e 13 para o milho.
Contudo, até o momento, apenas 5 genes ACO (LE-ACO1-5) em tomate (Lycopersicum
esculentum) sdo funcionalmente verificados. Nessa espécie foram realizados os estudos
pioneiros sobre 1-aminociclopropano-1-oxidase, produzindo os primeiros resultados acerca da
regulacdo da biossintese de etileno ao nivel da ACO (BARRY etal., 1996; HAMILTON et al.,
1990; NAKATSUKA et al., 1998; SELL & HEHL, 2005). A familia génica dessa espécie é,
talvez, a melhor caracterizada e extensivamente estudada ao longo dos anos. Por esse motivo,
é frequente o uso desses genes como parametro para identificacdo de novas sequéncias de ACO,
como fizemos nas nossas consultas ao utilizar sequéncias de ACO3-4 de Solanum lycopersicum
(sinbnimo de Lycopersicum esculentum) como padrdo comparativo para determinar que a
familia multigénica do ACO em Coffea arabica é composta por 3 membros: CarACO3-5-like.
Permanece questionavel a autenticidade dessas sequéncias preditas como enzimas oxidases do
ACC, porque a ACO faz parte de uma das maiores familias de enzimas das plantas (KAWAI et
al., 2014) que possui elevada versatilidade de reagdes (FARROW & FACCHINI, 2014). O
principal receio da comunidade cientifica quanto as analises in silico é a superestimacao das
familias génicas (CLOUSE & CARRARO, 2014), porém a andlise estrutural refinada das
sequéncias proteicas, como adotado aqui, € um excelente ponto de partida para identificar
possiveis genes.

Recentemente, genes ACO foram identificados com base em pesquisa de similaridade
comparando os dominios de ligacéo ao ferro e ao 2-oxoglutarato (TU et al., 2019). Abordagem
semelhante foi adotada ha alguns anos pelos autores que identificou os possiveis genes ACOs

em Coffea arabica (SAGIO et al., 2014) e os residuos de aminoacidos foram identificados nas
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sequéncias de ACO de café baseados no trabalho de (TANG et al., 1993). Essas proteinas foram
agrupadas na superfamilia ferro-ascorbato oxidase (SAGIO et al., 2014), porém os residuos de
ligacdo ao ascorbato e ao bicarbonato ndo foram relatados. Aqui, focamos na analise estrutural
refinada das sequéncias com base em estudos mais atuais (DILLEY et al., 2013; SUN et al.,
2017; TU et al., 2019) e demonstramos que os polipeptideos ACO de Coffea arabica contém
os 15 residuos conservados no sitio catalitico encontrados nas sequéncias caracterizadas
funcionalmente como verdadeiras ACO (DILLEY et al., 2013; SUN et al., 2017; YOO et al.,
2006), e ndo 12 residuos como mostrado anteriormente (SAGIO et al., 2014).

Na figura 12 o alinhamento multiplo destaca os residuos essenciais para atividade da
ACO e daqui em diante, todos os residuos relatados como conservados e suas posi¢des sdo
baseados na identificacdo primaria realizada na sequéncia proteica da ACO1 de Malus
domestica (DILLEY et al., 2013; SHAW et al., 1996). Os residuos R244 e S246 compdem o
motivo RXS para a ligacdo do 2-oxoglutarato (20G) e essa regido é conservada em todas as
enzimas que integram a superfamilia oxigenase/oxidase dependente de Fe*?/ 2-oxoglutarato
(20GD) (BRISSON et al., 2012; CLIFTON et al., 2006; SEO et al., 2004). O residuo
intermediario ao motivo RXS é o fator para classificacdo das ACO em trés diferentes grupos,
embora ainda ndo se tenha explicacdo para essa variagédo e se influencia a funcionalidade da
enzima (HOUBEN & VAN DE POEL, 2019). Nesse parametro, CarACO3 e CarACO4 séo
agrupadas no tipo | porque X = Metionina e CarACO5 ¢é agrupada no tipo Ill porque X =
Arginina. Portanto, Coffea arabica ndo possui ACO tipo Il, onde X = Leucina / Isoleucina.
Apesar da presenca do motivo RXS, as 3 ACOs de Coffea arabica possuem os residuos K292,
K158, F300 (DILLEY et al., 2013) para a ligacdo do ascorbato que atua como redutor para
ativar a catalise do anel do ACC (HAUSINGER, 2004; ZHANG et al., 2004). A presenca de
sitios altamente conservados para esse cofator em Coffea arabica sugere que essa espécie pode
compor um grupo exclusivo dentro das 20GD que ndo utiliza 20G para suas reagdes de catélise
mas possivelmente emprega o ascorbato para essa funcdo (JOHN, 1997; KAWAI et al., 2014).

Além disso, as isozimas de ardbica abrigam no nucleo catalitico a triade 2-His-1-
carboxilato, motivo composto por duas histidinas ligadas a Asp ou Glu, como doadora do grupo
do &cido carboxilico (HEGG & JR, 1997). Esse motivo é essencial para a ancoragem do ion
ferroso (Fe*?) no local ativo (MIRICA & KLINMAN, 2008). Demonstramos que todas as
proteinas ACO do cafeeiro ardbica possuem a triade catalitica com o grupo carboxilato

fornecido pelo Aspartato, ou seja, 2-His-1-Asp.
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Figura 12 — Caracterizacdo da familia do gene ACO em Coffea arabica (Car).

CarACO4/1-30 1 -------- ERAA v KEHYKKCME LKFEEVWWESKBELE - - - - - - - - - - .H.LI 112
CarACOS1-31 1 - AK TMAG AS RTE 121
AthACD4M-29 1 - DCEMA L KEHYRKHMEQK FEEMLRSBGLD- - - - - - - - - - KR 117
SolACO4/1-31 1 AAALEK KEHYKK CMERRFEEVWMASEGLE - - - - - - - - - - ADK 120
AthACO1A-261 1 EKTLSE S SM- - - REE 1149
CcACO1A-29€ 1 KEELSL ALYVMNEHYEGHNMKGREYNSDYARSLY - - - - - - - - - - NLIM ID@ 118
CeACO4M-261 1 = = e s e e m e e e i e i e i meeeiem e KEHYKKCME LKFEEWWESBGLE - - - - - - - - - - DLDD| ALE 71
CcACOSM4-311 1 AKEMAC AS L DY SKTA RAE 121
CarACO1/1-31 1 ASEMD | K ALE---------- T DLDD AVR 120
AthACOSM1-300 1 EK[ELSE 3 LEM- - - - ELVQKMS DY SM- - - REE 118
GbACOHT-30 1 A [EMAC Ccs W NN.HLVEJ\.H.NNIi DW - - - o e - - KLGKE 108
08aACOZM-27 1 - - - - oo e o e e e K SKTLKE---------- T REAAE &7
CarACO4/1-30 113 LE L CENLGLEKGY LEKAFYGTKG- - - - - | 238
CarACO5S1-31 122 LK K D T 2449
AthACO4M1-29 118 LE| E C R L 243
SolACO4/1-31 121 LE Q C --- - L 246
AthACO1A-26 120 MR Sk D EET T 250
CeACO1A-29E 119 L | T = ---- T 245
CcACO4/M1-261 72 LE L CENLGLERGY LEKAF YGTKG- - - - - | 197
CeACOSM-311 122 LK M D F T 249
CarACO1/1-31 121 LE E C ' SKI - N L 246
AthACOI1-30 119 MR SK D MNE I'I.I'IEDIEET F T 2449
GhACOST-30: 109 MY K 5 A SI— TDHKPF | 238
OsaACO2M1-27 BELLET R C RGP AGA- - - -PT L 214
CarACO4/1-30 239 LASFYNPGSBAV | YPAPALVEK - - - - - - - - - -EAEDKQ | P EFVFEDYMK LYAGLKF QOAREPRFEAMBAVESTV- - - - - - - - a0z
CarACO&/1-31 250 [l ASFXYNPS LIKAT | YFAPELV - - - - - -EKAVDKEVNGQES ANFEFVFGEYMS VYV QQKF LPRGPRFBAVEAL - - - - - - - - - - - - 313
AthACO41-29 244 [| ASFYNP GSBAE | SPARS LVDK - - = = - - == - - - - --NPSFYFDDYMKLYAGLEF OAKEPRFEAMK- - - - - - - - - - - - -~ 297
SolACO4/1-31 247 LASFYNPGSBAV | YPAPELLEKE - - - - - - - - -EKENT | M§FF VFEDYMK LYAG L F OAKEPRFEAMBAVE TAV- - - - - - - - an
AthACO1/A-261 2561 [ ABFNMP S Y KAA | GP A - - - - - - - - - - - - o oo o o o oo oo 266
CcACO1/4-29€ 246 | ATFYNP AGDA L | SPASKLLHP - - - - - - - - - --------- ETEFADKAPRLES MK - - - - - - - - - - - - - 296
CcACO4/1-261 198 LASFXYNPGSBAV | YFAPALVEK - - - - - - - -EAEDKQ | LEFOAKEPRFEAMEAVESTV- - - - - - - - 261
CcACOSM-311 250 | ASFXNPS LMNAT I SFAPELL- - - - - - EKA IKEVNQEI.PA QCOKFLPKEFPRFOAVE- - - - - --------- an
CarACO1/1-31 247 LASFYNF GNEAV | YPAPALLEKE- - - - - - - - - AEERKEV L 319
AthACOIA-30 250 T ASFENEPS YKAA | GP AAVAE - - - - - - I ------ NOEFMPEEFPRFLAVESL- - - --------- 307
GbACOS1-30: 239 HOEYLPEEFRFBA- - - - - - - --------- 304
OsaACO2/1-27 215 | ASFXNFGSBAV I SFAPALVKE- - - - - - - - - - - I RHEFEAKEFRFEAFK- - - ----------- 271

Legenda: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de polipeptideos ACO de Arabidopsis thaliana (Ath), Oryza sativa (Osa), Ginkgo biloba (Gb), Coffea
canephora (Cc), Solanum lycopersicum (Sol). As sequéncias foram alinhadas no ClustalX e os residuos importantes marcador de acordo: Residuo de ligacdo do
Fe (+), Residuo de ligacéo do Bicarbonato (*), Residuo de ligacdo do Ascorbato (#), Motivo RXS (caixa preta). Os residuos de aminoécidos com circulos pretos
foram conservados entre as espécies e sdo essenciais para atividade da enzima.

Fonte: Do autor (2020).
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Esses aminoacidos sdo relatados desde o principio como sitios indispensaveis para
atividade da enzima (SHAW et al., 1996) e por isso é altamente conservado em ACOs
funcionalmente verificadas em outras espécies (BIDONDE et al., 1998; CHEN et al., 2016;
GOMEZ-LIM et al., 1993; SUN et al., 2017; ZHANG et al., 2004), porque é essencial para a
ligacdo do ACC (MARTINEZ & HAUSINGER, 2015). O complexo enziméatico da ACO ¢
completado pela ancoragem do cofator bicarbonato (HCO™) aos residuos R175, R99, K158
(DILLEY et al., 2013; ZHANG et al., 2004) auxiliando na estabilidade da ligagdo entre o Fe*?
e 0 ACC (BRISSON et al., 2012). Na auséncia de bicarbonato, a ACC oxidase ndo € capaz de
oxidar o ACC e formar etileno (ROCKLIN et al, 2004), logo a identificacdo desses sitios em
Coffea arabica assegura que o complexo ativo da ACO esta apto para ligagdo do HCO e para
orientacdo do oxidante ao substrato principal da reacdo, ACC. Os residuos C28, T157, Q188,
K199, K230 sdo altamente conservados em todas as CarACO e estdo associados com a
estabilidade e atividade catalitica da enzima (DILLEY et al., 2013).

No entanto, os residuos de glutamato (E) apresentaram a maior taxa de substituicdo
dentre os 15 residuos descritos como conservados (DILLEY et al., 2013). Entre as espécies
comparadas neste estudo (figura 12), o E294 foi detectado apenas em arroz (Oryza sativa),
mostrando baixo nivel de conservacdo e isso ja foi demonstrado para outras espécies (HOUBEN
& VAN DE POEL, 2019; YOO et al., 2006), indicando que a substituicdo do residuo de
glutamina nessa posicao, nos trés tipos de ACO (HOUBEN & VAN DE POEL, 2019), é
aceitavel e parece ndo comprometer a conversdo do ACC em etileno. Possivelmente, o local
ativo em qualquer um dos residuos de glutamato é mais importante para a atividade da enzima
do que a presenca dos 3 sitios, como discutido para os alvos da fosforilagdo das ACS (JOO et
al., 2008). Na isoforma 5 de Arabica, E297 foi substituido por glutamina (Q) e essa alteracao
foi observada em outras sequéncias de ACO5 analisadas no residuo E301. Supostamente, a
glutamina pode exercer funcdo semelhante ao glutamato e contribuir para a
estabilidade/atividade dessa enzima, uma vez que, a caracteriza¢do funcional confirmou que
sequéncia proteicas de Arabidopsis (SUN et al., 2017), tomate (BIDONDE et al., 1998) e maca
(DILLEY et al., 2013) continuaram exercendo atividade de auténticas ACO apesar da
substituicdo em algum dos residuos de glutamato.

Embora ensaios de recombinacao para determinacéo da atividade funcional ndo tenham
sido abordados aqui, nossa analise estrutural mostra que os genes CarACO3-like, CarACO4-
like e CarACO5-like de Coffea arabica possuem potencial para codificar proteinas ACOs com
atividade enzimética de auténticas ACC oxidase. Fornecemos informac6es detalhadas sobre as

possiveis interacfes entre os residuos de aminoacidos e as moléculas utilizadas para manter a
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estabilidade e estimular a atividade da enzima 1-aminociclopropano-1-oxidase. Em conjunto,
essas observaces confirmam que as 3 isozimas contribuiram, de forma varidvel, para o
processo de formacao do etileno durante a maturagéo dos frutos do cafeeiro como mostrado por
(SAGIO et al., 2014).

3.2 Analise da expressao génica

Em folhas, os genes homdélogos da ACS, CarACS1-like e CarACS7-like foram regulados
positivamente em condicdo bem irrigada, ou seja, inibidos pelo déficit hidrico (Figura 13). O
nivel de expressao foi 5,5 e 294,3 vezes maior, respectivamente, em plantas bem irrigadas (-
0,35 MPa). Observando esses valores supde-se que CaACS7-like é o homologo dos genes ACS
mais expresso em folhas. Entretanto, a diferenca nos valores das estimativas desses genes deve-
se, na verdade, a discrepancia entre os tratamentos para cada gene. O gene CaACS7-like foi
mais sensivel a condicdo de déficit hidrico, obtendo expresséo tardia (Cq — 37) em relacéo as
folhas do tratamento irrigado (Cq — 30). Quando a expressdo do CaACS1-like € analisada, folhas
irrigadas possuem Cqg 25 enquanto no déficit hidrico o Cq é 28. Logo, ndo se pode afirmar que
CaACS7-like é mais expresso que 0 CaACS1-like mas pode-se inferir que CaACS7-like é mais
afetado pela limitacdo hidrica. O homélogo ACS1 de Coffea arabica foi identificado em estudo
anterior (SAGIO et al., 2014) e apresentou nivel de expressao similar em folhas de mudas bem
irrigadas e sob déficit hidrico (LIMA, 2015). Esse resultado difere do perfil de expressdo que
obtivemos no nosso estudo, mas deve-se enfatizar que, embora 0s ensaios tenham sido
conduzidos em ambiente semicontrolado com a mesma espécie e cultivar, a disparidade na
idade das plantas € um fator consideravel. Inicialmente, essa informacéo parece 6bvia, mas é
um bom exemplo de comportamento diferencial dos membros de familias génicas que sdo
regulados a nivel transcricional dependente da fase de desenvolvimento da planta (WANG et
al., 2002; TSUCHISAKA & THEOLOGIS, 2004b). Nesse caso, além da diferenca na idade
tem-se a diferenca na fase fenologica, mas ficou evidente que o gene ACS1 é menos sensivel
ao déficit hidrico no tecido foliar.

Resposta oposta foi verificada para o gene CarACS3-like (Figura 13). Ele foi o Unico
homologo de ACS analisado que apresentou regulagdo negativa em plantas irrigadas,
demonstrando resposta ao déficit de dgua. Tal informacgéo é importante ao considerar que 0
pool de ACC nas folhas durante o periodo seco possivelmente é suprido pela isoforma da ACS3.
Considerando a hipotese de LIMA (2015), uma vez produzido, e ap0s reidratacao, € possivel
que o ACC sintetizado nas folhas pela ACS3 sejam transportados para as gemas, contribuindo

para 0 aumento nos niveis de etileno nos orgaos florais.



87

Figura 13 — As estimativas de mudanca de dobra (FC) para cada contraste nos tratamentos
Irrigado (IR) e Déficit Hidrico (DH) em folha.
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Legenda: As estimativas de mudanca de dobra (FC) para cada contraste nos tratamentos Irrigado (IR) e
Déficit Hidrico (DH) sdo apresentadas para os genes CaACS1-like, CaACS3-like, CaACS7-like,
CaACSO3-like, CaACO4-like, CaACO5-like em folhas de Coffea arabica. As barras representam o
intervalo de confianga em que os contrastes que incluem o valor 1 ndo so significativas em o = 5% (n
= 3). O asterisco (*) significa diferenca significativa.

Fonte: Do autor (2020).

Em relacdo aos genes ACO, CarACO3-like (Cq =17) e CarACO4-like (Cq = 13) tiveram
nivel de expressdo 64,1 e 96 vezes maior, respectivamente, em folhas bem irrigadas (Figura
13). A explicacdo para os valores elevados dessas estimativas adota 0 mesmo principio
discutido para CarACS7-like. Ja para CarACO5-like, embora também regulado positivamente,
nédo houve diferenca significativa entre os tratamentos indicando que a modulacéo na expressao
desse gene ndo esta condicionada a alteracdo na disponibilidade de 4gua. Em sintese, o status
hidrico da planta regula a expressao dos genes CarACO3-like e CaACO4-like nesse 6rgao, e
provavelmente sdo as isoformas 3 e 4 da ACO que controlam a conversdo do ACC em etileno
nas folhas irrigadas.

Em condi¢bes ambientais otimas, a exemplo da disponibilidade de agua no solo, a
sintese de etileno permanece em niveis basais e é suficiente para regular eficientes respostas de
crescimento (ABELES & MORGAN, 1992; MULLER-DIECKMANN et al., 1999). A
orientacdo dos microtubulos e o alongamento celular séo efeitos biologicos atribuidos ao etileno
em baixas concentracdes (CHEN et al., 2013; MA et al., 2008; PEI et al., 2013). Logo, parece
contraditorio a superexpressdo de enzimas formadoras de etileno em plantas bem hidratadas.
Porém, se atentarmos para o fato de que o valor da estimativa é obtido em relagdo aos contrastes
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de condicdo hidrica, é provavel que durante a seca esses genes tenham mantido inalterada ou
reduzido sua transcri¢do. Foi visto que o nivel de expressdo dos genes ACO reduziu sob seca e
consequentemente, menos etileno foi produzido (LIMA, 2015). Isso seria um indicio de que
esse pico no nivel de expressdo é uma resposta induzida pela agua, durante a fase de
florescimento, refor¢ando os relatos sobre a importéncia da agua nesse processo (CRISOSTO
etal., 1992; GUERRA et al., 2005).

Em raiz, os genes CarACS1-like e CarACS7-like foram reprimidos em plantas irrigadas
(Figura 14) e mostraram perfis de express&o exatamente opostos ao foliar (Figura 13). E sabido,
h& muito tempo, que muitos sistemas de resposta ao etileno envolvem a expressédo diferencial
de genes (BLEECKER & KENDE, 2000b; DEIKMAN, 1997). Assim sendo, podemos definir
gue os homdlogos 1 e 7 da ACS sdo sensiveis ao déficit hidrico e essas isoformas seriam as
responsaveis pela producdo de ACC na raiz, durante o desenvolvimento das gemas florais no
periodo seco. Além disso, o padrdo de expressao é sobreposto, mostrando que esses homélogos
trabalham conjuntamente para elevar a concentracdo de ACC nas raizes de plantas com
potencial inferior a -3,0MPa. De acordo com Eum et al (2009), a concentracdo de ACC é
diretamente proporcional ao nivel da expressao génica, e regulacdo positiva dos genes da sintese
de etileno em outras espécies quando submetidas ao déficit hidrico resultou em aumento no
contetido de ACC nas raizes (GOMEZ-CADENAS et al., 1996; TUDELA & PRIMO-MILLO,
1992). Embora a atividade da enzima ACS seja regulada ao nivel pés-traducional (HYUN &
KIEBER, 2005; TATSUKI & MORI, 2001), a regulacdo positiva dos genes CarACS1-like e
CarACS7-like ja é a primeira etapa para conduzir ao aumento na producéo do etileno.

Para o CarACS3-like ndo houve diferencga significativa entre os tratamentos (Figura
14), mostrando que a expressao desse gene nao € modulada pelo status hidrico nesse tecido. No
entanto, sua regulacdo positivamente nas duas condic¢Ges hidricas sugere que ele pode ser 0
unico homologo dos genes ACS a manter estavel a transcri¢cdo dessa enzima contribuindo para
producdo do ACC nas raizes irrigadas. Uma das funcgdes caracteristicas do etileno é o
crescimento radicular sobre condic@es favoraveis (FENG et al., 2017; PARK et al., 2018). E
importante ressaltar que esse resultado ndo exclui a possibilidade de haver elevada concentracéo
no pool de ACC em tecido radicular de cafeeiros irrigados. O ACC é uma molécula movel,
passivel de transporte pelo fluxo de dgua (GOMEZ-CADENAS et al., 1996; TUDELA &
PRIMO-MILLO, 1992). Entdo, é presumivel que o precursor do etileno seja sintetizado em

outros tecidos e transportado para a raiz.
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Figura 14 — As estimativas de mudanca de dobra (FC) para cada contraste nos tratamentos
Irrigado (IR) e Déficit Hidrico (DH) em raiz.
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Legenda: As estimativas de mudanca de dobra (FC) para cada contraste nos tratamentos Irrigado (IR) e
Déficit Hidrico (DH) sdo apresentadas para os genes CaACS1-like, CaACS3-like, CaACS7-like,
CaACSO3-like, CaACO4-like, CaACO5-like em raiz de Coffea arabica. As barras representam o
intervalo de confianga em que os contrastes que incluem o valor 1 ndo sdo significativas em o = 5% (n
= 3). O asterisco (*) significa diferenca significativa.

Fonte: Do autor (2020).

Por outro lado, os trés genes homdlogos da enzima ACO foram diferencialmente
expressos entre as condicdes avaliadas, sendo mais expressos em raizes bem irrigadas
mostrando a existéncia de um perfil de expressdo dependente da condi¢éo hidrica (Figura 14).
O padrdo de expressao oposto dos genes das enzimas ACS e ACO nesse estudo evidencia que
durante o periodo seco ocorre um aumento na sintese de ACC regulado pelas isoformas ACS1
e ACS7 e essa molécula permanece acumulada nas raizes, porque o nivel de expressdo dos
genes ACO é fortemente reduzido sob déficit hidrico. Como a enzima ACO tem sido descrita
como a etapa regulatoria limitante para a biossintese do etileno (HOUBEN & VAN DE POEL,
2019; RUDUS et al., 2013; SHI et al., 2006; VAN DE POEL et al., 2014), supde-se que a
catélise do hormonio foi suprimida com a redugdo na expressdao dos genes de biossintese da
ACO, assim como no estudo de Eum et al (2009). Esses resultados atuam em concordancia
com hipoétese de Lima (2015), quanto ao acumulo de ACC na raiz do cafeeiro sob seca e a
afirmacdo de Crisosto et al (1992), quanto a existéncia de moléculas exercendo o papel de
sinalizador quimico apds reidratacéo.

Em gemas no estadio G5, CarACS1-like e CarACS3-like foram diferencialmente
expressos nas plantas sob déficit hidrico, indicando que o nivel de expressdo nesse tecido €

regulado pelo status hidrico (Figura 15). A fenologia reprodutiva de Coffea arabica € dividida
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e subdividida de acordo com caracteristicas das fases de desenvolvimento dos 6rgdos. Gemas
no estddio G5 correspondem ao primeiro estadio ap6s o periodo de seca, seguido por
reidratacdo, pelo qual as gemas no estddio G4 sdo submetidas, naturalmente ou de maneira
controlada (CAMARGO & CAMARGO, 2001; MORAIS et al., 2008). Assim como observado
nas raizes de plantas sob déficit hidrico, o aumento na expressao dos genes da ACC sintase
possivelmente também resulta no acimulo do precursor do etileno nessas gemas. Desse modo,
0s homologos 1 e 3 da ACS podem contribuir significativamente para elevacao no pool de ACC
durante o desenvolvimento das gemas, juntamente com o ACC transportados pelo fluxo de 4gua
da raiz para parte aérea. Embora regulado positivamente, ndo houve diferenca na expressao do
CarACS7-like entre as condi¢Bes de rega. Também ndo foi observado diferenca significativa
para os trés homdlogos da enzima ACO, no entanto CarACO3-like foi regulado positivamente
e CarACO4-like e CarACO5-like, negativamente.

Figura 15 — As estimativas de mudanca de dobra (FC) para cada contraste nos tratamentos
Irrigado (IR) e Déficit Hidrico (DH) em gema.
G5

3 Gene
CaACS1_like

B ceacss_ike

O2 CaACST_like

w

B cercos ke

CaACO4_like
1 - I CaACO5_like

N *

IR_DH IR_DH IR_DH IR_DH IR_DH IR_DH
Condigao

Legenda: As estimativas de mudanca de dobra (FC) para cada contraste nos tratamentos Irrigado (IR) e
Déficit Hidrico (DH) sdo apresentadas para os genes CaACS1-like, CaACS3-like, CaACS7-like,
CaACSO3-like, CaACO4-like, CaACO5-like em gema G5 de Coffea arabica. As barras representam o
intervalo de confianga em que os contrastes que incluem o valor 1 ndo sdo significativas em o = 5% (n

= 3). O asterisco (*) significa diferenca significativa.
Fonte: Do autor (2020).

Dois genes da biossintese do etileno (AtACS2 e AtACO2) diferencialmente expressos
foram responsaveis por mediar o crescimento e desenvolvimento das pétalas em Arabidopsis
thaliana (VAN ES et al., 2018), o que ja era uma funcdo reconhecida (PEI et al., 2013). A
auséncia de expressdo diferencial em todos os genes da enzima ACO demonstra maior

estabilidade na regulacéo transcricional em comparagdo com a modulacdo observada para 0s
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genes da enzima ACS. Durante muito tempo foi pensado que o controle na taxa de sintese do
etileno era uma fungéo exclusiva da enzima ACS (ADAMS & YANG, 1979; ARGUESO et al.,
2007; YOON, 2015). Atualmente, alguns trabalhos ressaltam que a enzima ACO pode ser o
regulador-chave na producédo do etileno (CHEN et al., 2016; LOVE et al., 2009; VAN DE
POEL et al., 2014), mas nossos resultados mostram que em gemas G5 a expressdo da enzima
ACO ndo é responsiva ao déficit hidrico. Um ponto importante nessa observacao é considerar
que o estimulo para modular a transcri¢cdo dos homélogos da ACS e ACO nas gemas G5 nédo
pode ser extrapolado para os outros estadios de desenvolvimento das gemas.

Em flor, CaCS1-like e CaACS7-like ndo diferiram entre as condicfes hidricas (Figura
16). Esse € um perfil de expressdo um pouco diferente do encontrado pra gema G5, ja indicando
gue ndo existe um padréo na biossintese do etileno mesmo em estruturas que compartilham

caracteristicas similares na escala de desenvolvimento floral.

Figura 16 — As estimativas de mudanca de dobra (FC) para cada contraste nos tratamentos

Irrigado (IR) e Déficit Hidrico (DH) em flor.
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Legenda: As estimativas de mudanca de dobra (FC) para cada contraste nos tratamentos Irrigado (IR) e
Déficit Hidrico (DH) sdo apresentadas para os genes CaACS1-like, CaACS3-like, CaACS7-like,

CaACSO3-like, CaACO4-like, CaACO5-like em flor de Coffea arabica. As barras representam o
intervalo de confianga em que os contrastes que incluem o valor 1 ndo sdo significativas em o = 5% (n

= 3). O asterisco (*) significa diferenca significativa.
Fonte: Do autor (2020).

A expressdo do gene CarACS3-like foi induzida em flores durante o déficit hidrico
(Figura 16), mantendo o padrdo encontrado nas gemas G5(Figura 15). Logo, percebe-se que a
expressdo do homdlogo 3 da enzima ACS em estruturas reprodutivas pode estar vinculada ao
ambiente celular especifico de 6rgdos florais. Foi visto que as isoformas de ACS séo

bioquimicamente distintas e isso implicaria na atividade bioldgica especifica de tecido
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(TSUCHISAKA et al., 2009; YAMAGAMI et al., 2003), justificando a existéncia de familias
multigénicas para a enzima ACC sintase. A abertura floral no cafeeiro é imediatamente seguida
pela formacao dos chumbinhos, iniciando a fase de frutificacdo (MORALIS et al., 2008). Uma
preocupacao recorrente apds a antese € a ocorréncia de periodos de seca severa ou prolongada,
0 que afeta diretamente o vingamento das flores e quantidade de frutos. Durante o
desenvolvimento das gemas, condicOes extremas de seca associadas com altas temperaturas
causam o abortamento floral (LEITE et al., 2004; RAMALHO, 2006). Provavelmente, a
isoforma ACS3 atue produzindo o ACC necessario para direcionar respostas fisioldgicas nas
flores.

Quanto aos genes ACO, também ndo houve diferenca quando se comparou 0s
tratamentos. Como descrito anteriormente para as gemas, a analise da expressao dos genes da
enzima ACO nas flores reforcam a hipdtese de que a concentracao das isoformas da ACO sao
estaveis em estruturas florais, independente da condicao hidrica. Pensamos que o ponto central
da regulacdo da biossintese do etileno em gemas e flores do cafeeiro é regulado pela enzima
ACO. A posicdo prontamente disponivel dessa enzima, de acordo com os dados de expressdo
génica, pode justificar uma necessidade especifica desses 6rgaos tanto para o desenvolvimento
floral quanto vinculado até abertura das flores. Ainda que ndo seja possivel comparar o nivel
de expressdo dos diferentes 6rgdos analisados neste estudo, podemos observar o perfil de
expressdo das familias génicas. E nitido que a maior variacio entre os tratamentos ocorreu para
0s genes da enzima ACO em folhas e raiz. Portanto, ha uma tendéncia de modulacdo da
transcricao desses genes e parece dependente tanto da condi¢do hidrica quanto do local de acéo,
culminando em uma possivel comunicacdo entre raiz-parte aérea durante as fases do
florescimento de Coffea arabica.

Para entender as respostas hormonais é preciso conhecer e integrar maltiplos conjuntos
de fatores e, embora estruturalmente simples, o metabolismo do etileno é extremamente
complexo. O perfil de expressdo do gene CarACS1-like foi distinto do que encontramos no
nosso trabalho (LIMA, 2015), como discutido anteriormente. Esse padrdo de expressdo
divergente também foi verificado para os genes CaACO1-like (renomeado CarACO3-like) e
CarACO4-like. As caracteristicas especificas e o comportamento de cada espécie quando
exposta ao déficit de agua sdo parametros relevantes durante a investigacao sobre o impacto do
estresse hidrico em processos morfologicos e fisioldgicos (FORNI et al., 2017; TOMBESI et
al. 2018). Aqui, a anélise da expressdo génica foi quantificada em tecidos coletados de plantas
durante o desenvolvimento floral. A suspensdo da irrigagdo reduziu o potencial foliar ao

méaximo de -3,0Mpa, enquanto as plantas hidratadas mantiveram o potencial hidrico foliar
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superior a -0,4 Mpa. Essas informacbes sdo extremamente relevantes quando se busca
identificar genes regulados em condic¢des ambientais e de desenvolvimentos especificas.

Deve-se enfatizar que os ensaios conduzidos anteriormente (LIMA, 2016; SANTOS,
2016) serviram como um importante modelo para 0 melhor entendimento do comportamento
dos genes do etileno nas respostas induzidas pela modulagdo no nivel da 4gua em Coffea
arabica. Os resultados gerados por esse autor serviram para embasar a hip6tese inicial do nosso
estudo, entretanto, ndo € viavel estender essa comparacdo para inferir o nivel de expressao
guando, de um lado existem cafeeiros de 4 anos de idade na fase reprodutiva e, do outro lado,
cafeeiros na fase vegetativa com 6 meses de idade e potencial hidrico de -4,0Mpa. Ou seja, a
imposicao de deficit hidrico em uma muda de cafeeiro pode ser interpretada como um evento
negativo durante a fase de crescimento, enquanto a imposicao de déficit hidrico durante os
meses de julho e agosto pode ser compreendida como um evento especifico e necessario para a
fase reprodutivo da espécie, sobretudo para o desenvolvimento das gemas e preparagdo para
florada. Desse ponto de vista, € aceitavel que ndo tenha ocorrido um padrdo na expressao desses
genes, ja que a analise comparativa da expressdo dos 9 polipeptideos de ACS em Arabidopsis
thaliana comprovou que as respostas as tensées ambientais podem ocorrer de forma Unica ou
sobreposta, exibindo padrdes espaciais e temporais (TSUCHISAKA & THEOLOGIS, 2004a).
Nosso resultado de caracterizagdo adicional permite considerar que, provavelmente, o alivio
das tensbes promovidas por condicOes limitantes de agua nas folhas e raizes de mudas de café
podem, também, envolver outros genes da biossintese do etileno. A rede metabdlica desse
horménio se torna ainda mais complexa quando  consideramos a capacidade de
heterodimerizagéo das isoformas de ACS como um mecanismo para aumentar a versatilidade
no controle da biossintese do etileno, reguladas por diferentes fases de desenvolvimento e
interacdo ambiental (ARGUESO et al., 2007).

Um grande nimero de estudos descrevem os efeitos do déficit hidrico sobre o
metabolismo do etileno e as modificagfes genéticas, bioquimicas e estruturais que afetam a
fisiologia da planta (ARRAES et al., 2015; BELTRANO et al. 1999; ZHANG et al., 2015) O
conceito chave para entender os efeitos do etileno dependem do conhecimento sobre o
comportamento dos genes, pois apesar da conservacdo da rota metabdlica nos organismos
vegetais, a regulacdo da resposta e 0s homoélogos envolvidos nesse controle é divergente entre
as espécies (FORNI et al., 2017; LIN et al., 2009; TOMBESI et al., 2018; TSUCHISAKA &
THEOLOGIS, 2004a). Exatamente por isso, espécies agrondmicas importantes ja foram
estudadas a nivel molecular para ampliar a compreenséao das respostas promovidas pelo etileno
(ARRAES ET AL., 2015; BINNIE & MCMANUS, 2009; NIE et al., 2002; ZAREMBINSKI
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& THEOLOGIS, 1997). Foi sugerido que o etileno estaria envolvido na maturacdo dos frutos
de café (PROTASIO et al., 2005). Sagio et al ( 2014) observaram, previamente, que a expressao
dos genes homologos da enzima ACO ¢é varidavel em fruto de café (Coffea arabica ) em
diferentes estadios de maturacdo: ACO1 e ACO4 co-expressaram em tecidos de fruto cereja,
enquanto a expressdo do ACOS5 ocorreu, predominantemente, em tecidos de fruto passa. Foi
sugerido, a partir dessa analise, que o etileno pode estar envolvido no amadurecimento dos
frutos de café. A possibilidade de climatério no periodo de maturacédo no cafeeiro reforca, ainda
mais, a necessidade de ampliar e aprofundar o conhecimento sobre o metabolismo do etileno
em Coffea arabica.

Com os dados do nosso estudo fornecemos um modelo da biossintese do etileno
regulado pelo status hidrico e especifica de 6rgdo durante o florescimento de Coffea arabica.
Nessa esquematizacdo (Figura 17), a auséncia de genes em alguns oOrgdos de cafeeiros
submetidos ao déficit hidrico indica que nenhum gene analisado nesse estudo respondeu
diferencialmente sob restricdo de dgua. De modo interessante, a regulacdo na transcricdo dos
genes das enzimas ACS e ACO suportam as hipdteses sugeridas por Crisosto et al (1992), Lima
(2015) e Santos (2016). Cafeeiros sob irrigacdo constante mantem elevada a expressdo dos
genes ACO3 e ACO4 na raiz. Supondo que o nivel de transcritos encontrados aqui seja
positivamente correlacionado com a atividade das enzimas, em raizes de cafeeiros irrigados

constantemente o ACC produzido é convertido, localmente, em etileno.

Figura 17 — Esquematizacdo do modelo proposto para expressdo diferencial dos genes da
biossintese do etileno em Coffea arabica durante o florescimento.

) i Biossintese do Etileno i )
Sinal ambiental Sinal ambiental
Metionina
Agua Seca
SAM l
. | ACS ACS ) | I e
Chuva/Irrigagdo Folha: ACS1 ACS7 Folha: ACS3 Déficit Hidrico
m
(%1
G5:ACS7 G5:ACS1ACS3 g
— | p— &
\ Flor: ACS1 Flor: ACS3 o
=N
» \ Raiz: ACS3 Raiz: ACS1 ACS7 / 5 g.‘
v » [a]
o
VAR 5
ACO ACO t
Folha: ACO4 ACO3 Folha: ? 8 :
s y 4 L)
G5:?
G5:AC0O3 —|—
Flor:?
Flor: ACO4 ACO3
Raiz: ACO3 ACO4 |— f
Raiz:ACO3 ACO4 ACO5 ACOS5 Al
Etileno
(C;H,)




95

Legenda: Genes homologos da enzima ACS (CaACS1-like, CaACS3-like, CaACS7-like) e da enzima
ACO (CaACO3-like, CaACO4-like, CaACO5-like) em folha, gema no estadio G5, flor e raiz. Os genes
que ndo apresentaram diferenca significativa entre os contrastes ndo foram incluidos. Orgdos que
possuem interrogacdo (?) ndo apresentaram expressao diferencial de nenhum gene analisado nesse
estudo. Os genes ACO em raiz sob déficit hidrico foram reprimidos.

Fonte: Do autor (2020).

E sabido que o etileno é um composto gasoso (ABELES & MORGAN, 1992), portanto
a mobilidade no metabolismo desse hormonio esta vinculada ao seu precursor, ACC (TUDELA
& PRIMO-MILLO, 1992). Com fluxo de agua constante, ndo ha tempo hébil para o gene ACS3,
na raiz, sintetizar o ACC para ser acumulado. Logo, o aumento nos niveis de etileno na parte
aérea foi dependente dos genes ACS1, ACS7, ACO3, ACO4 e ACO5. Possivelmente, cafeeiros
constantemente irrigados florescam em sequéncia pela disponibilidade continua da agua
associada ao etileno, uma vez que, 0s genes das duas enzimas permanecem regulados
positivamente durante a irrigacdo. Ainda mais interessante é observar que durante o periodo
seco a regulacdo positiva de todos os genes homologos da enzima ACO é fortemente suprimida
na raiz, enquanto todos os homdlogos da enzima ACS sdo regulados positivamente,
especialmente ACS1 e ACS7. Assim, é provavel que o ACC produzidos nas raizes durante a
seca ndo seja convertido em etileno. Entdo, de modo geral, 0 ACC produzido em cada 6rgaos
pelos especificos genes homdlogos da enzima ACS sdo mantidos nos seus locais de sintese.

Agora, conectando os dois sinais ambientais, é realmente provavel que o ACC seja a
molécula sinalizadora para antese do cafeeiro (CRISOSTO etal., 1992; LIMA, 2015, SANTOS,
2016). O periodo de seca entre 0s meses de julho e agosto seria necessario para estimular a
biossintese do ACC, principalmente nas raizes. Durante esse periodo, folhas e gemas também
sdo induzidas a produzir o ACC, que permanece acumulado. Com o retorno na irriga¢do ou da
chuva, o impacto repentino da agua conduziria o ACC das raizes, pelo xilema, até a parte aérea.
O ACC aprisionado nas folhas seriam transportados pelo fluxo da dgua até as gemas, elevando
de forma intensiva e instantanea o pool de ACC neste 6rgdo. Deve-se ressaltar que a expressao
génica foi analisada no estadio G5, embora as gemas submetidas & dorméncia e reidratacdo
estejam no estadio G4. E possivel que o gene ACO3 também atue nas gemas em estadio G4, ja
que parece ser especifico de tecido. Mas, ndo seria surpresa detectar mais genes homologos das
enzimas ACS e ACO positivamente regulados em G4. Independente do estadio da gema
analisada aqui, o mais relevante é a confirmacgéo que existe uma modulacdo na expressao dos
genes das duas principais enzimas da via de biossintese do etileno pelo status hidrico,
integrando as reacdes isoladas que acontecem entre o sistema radicular e a parte aérea de Coffea

arabica.
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Embora o conceito bioldgico para a existéncia de familias multigénicas ainda ndo esteja
definido, foi postulado que a diferenca na composic¢do quimica das células, tecidos e 6rgaos
pode influenciar na especificidade da expressdo dos homélogos (ROTTMANN et al., 1991;
YAMAGAMI et al., 2003). De modo geral, esses resultados enfatizam que a existéncia de
familias multigénicas ndo é um mecanismo redundante. E mais, que a especificidade entre gene-
orgao-estresse possivelmente poderia acarretar em perda de fungdo em situagdo de nocaute
génico, a exemplo dos genes CarACS3-like em flores e CarACS1-like e CarACS3-like em
gemas G5, ambas sob déficit hidrico. O controle transcricional dos membros das familias
multigénicas das enzimas ACS e ACO sdo um dos pontos de regulacdo da sintese do etileno
(ARGUESO et al., 2007) e dominar os conhecimentos tedricos fornece subsidios para a
execucdo de pesquisas basicas sobre 0s genes responsaveis por codificar enzimas da via de
sintese do etileno e determinar o local e o estimulo para expressdo diferencial (RUDUS et al.,
2013). Com as informacg@es geradas aqui, € possivel direcionar pesquisas futuras com genes da
biossintese do etileno especificos para estudo do florescimento do cafeeiro, assim como
relatado que a superexpressdo do gene ACO1 em cartamo estimulou a via de biossintese de
flavonoides, uma descoberta interessante para estudos focados na melhoria da producdo de
oleaginosas (TU et al., 2019).
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4 CONCLUSOES

Nesse estudo, ampliamos e aprimoramos o conhecimento sobre os membros da via de
biossintese do etileno em Coffea arabica. Descobrimos que a enzima ACS pode ser codificada
por uma pequena familia multigénica de 4 membros (CaACO1-like, CaACO2-like, CaACO3-
like, CaACO7-like) e que a familia ACO manteve os 3 genes identificados desde a analise
anterior, mas agora possui um membro renomeado para CaACO3-like. Também fornecemos a
primeira definicdo sobre o comportamento dos genes homologos e definimos que existe padrao
de expressdo Unico e sobreposto, dependente do érgéo e da condicdo hidrica. Interessantemente,
0s genes ACO em cafeeiros sob déficit hidrico ndo apresentaram expressdo diferencial em
folhas, gemas G5 e flores, e foram reprimidos nas raizes. Essa informacdo contribui para o
desenvolvimento de pesquisas direcionadas a rota de biossintese do etileno nessa espécie e
oferece uma excelente oportunidade para aprimorar o estudo da comunicacao entre raiz-parte

aerea durante o florescimento utilizando genes especificos.
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APENDICE A - Figura Suplementar 1

Legenda: Anélise filogenética dos possiveis genes ACS baseado na sequéncia completa de aminoacidos
das proteinas de 19 espécies. Andlise realizada seguindo o modelo de comparagdo neighbor-joing
(SAITOU; NEI, 1987) e utilizando a matriz de distancia entre sequéncias Jones-Taylor-Thornton (JTT)
com 000 randomizacdes.

Fonte: Do autor (2020).
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APENDICE B — Figura Suplementar 2

Legenda: Analise filogenética dos possiveis genes ACO baseado na sequéncia completa de aminoacidos
das proteinas de 19 espécies. Andlise realizada seguindo o modelo de comparacdo neighbor-joing
(SAITOU; NEI, 1987) e utilizando a matriz de distancia entre sequéncias Jones-Taylor-Thornton (JTT)
com 000 randomizagdes.

Fonte: Do autor (2020).
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CAPITULO 3

Regulacéo da biossintese de etileno em Coffea arabica durante o déficit hidrico,
reirrigacao e pulverizagdo com 1-Metilciclopropeno
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RESUMO

O fitohdrmonio etileno é um hidrocarboneto volatil com amplo efeito sobre diferentes aspectos
do crescimento e desenvolvimento das plantas em niveis muito baixos de concentragdo.
Entretanto, a exposicdo continua a condi¢cdes ambientais desfavoraveis regula a taxa de
biossintese do etileno, que depende da concentracdo intracelular e da capacidade de
sensibilidade da planta ao horménio para desencadear respostas rapidas. Durante a biossintese,
a S-adenosilmetionina €, convertida em acido-1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) pela
enzima ACC sintase (ACS). Posteriormente, a enzima ACC oxidase (ACO) converte 0
precursor ACC em etileno. As etapas consideradas limitantes para producdo do etileno séo
coordenadas por essas enzimas que sdo codificadas por familias multigénicas. A percepc¢édo do
horménio pela planta € um fator crucial e o transporte do sinal atraveés dos componentes a
jusante dos receptores controla as alteracdes morfologicas e fisiologicas. O fino ajuste requerido
entre o etileno e seus receptores foram explorados para o desenvolvimento de moléculas
capazes de retardar as respostas ao etileno em espécies de interesse agronémico. O 1-
Metilciclopropeno (1-MCP) é um potente antagonista da acdo do etileno, mas trabalhos
anteriores mostraram regulacdo controversa do 1-MCP sobre a biossintese do etileno em
diferentes espécies. Recentemente foi comprovado que em Coffea arabica o 1-MCP regula
positivamente a expressdo de genes das vias de biossintese e sinalizagdo. A partir desse
resultado, uma conexao foi sugerida entre a regulacdo do metabolismo do etileno durante o
florescimento de Coffea arabica. Entretanto, questdes importantes sobre os estimulos para
expressao diferencial dos genes ainda permanece sem explicacdo. Para obter evidéncias sobre
as modificacbes nos niveis de etileno que podem estar associados a promog¢do da antese,
objetivou-se com esse estudo analisar a regulacdo génica das vias de biossintese e sinalizacao
do etileno, bem como determinar a producédo de etileno em cafeeiros submetidos a diferentes
condigdes hidricas e pulverizados com 1-MCP. O experimento foi conduzido em sala de
crescimento com condicdes controladas utilizando mudas de Coffea arabica. Foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (irrigado, déficit hidrico,
reirrigado, irrigado+1MCP, déficit hidrico+1MCP) e cinco repeti¢cdes bioldgicas. Foram feitas
analises de potencial hidrico foliar e trocas gasosas durante o periodo experimental. A analise
da expressdo dos onze genes alvos em diferentes tecidos foi feita utilizando RT-gPCR. Os
resultados demonstram que o 1-MCP incrementa os niveis de etileno foliar e possivelmente um
mecanismo de retroalimentacdo pela perda do feedback negativo seja responsavel por regular a
expressdo diferencial das enzimas da biossintese. A enzima ACO foi frequentemente regulada
pelo 1-MCP e o receptor CarETR1-like foi reprimido em resposta ao 1-MCP. Finalmente, foi
sugerido que a enzima ACO desempenha um importante papel nesse processo e que a via de
percepcao e o ponto crucial do metabolismo do etileno em plantas sob deéficit hidrico.

Palavras-chave: Cafeeiro. 1-MCP. Florescimento.
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ABSTRACT

The ethylene is a plant hormone that is involved in the regulation of a several developmental
processes of plant growth and plant senescence depending in a very low levels of concentration.
However, continuous exposure to unfavorable environmental conditions regulate the
biosynthesis rate of ethylene production, which depends on the intracellular concentration and
the ability of the plant to be sensitive to the hormone and trigger rapid responses. During
ethylene biosynthesis, S-adenosylmethionine is converted to acid-1-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid (ACC) by the enzyme ACC synthase (ACS). Subsequently, the enzyme ACC
oxidase (ACO) converts the precursor ACC into ethylene. The stages considered keys for
ethylene production are coordinated by these enzymes that are encoded by multigenic families.
The hormone perception by the plant is important and the signaling through the components
downstream of the receptors promotes morphological and physiological changes. The fine
adjustment required between ethylene and its receptors has been explored by the development
of molecules capable of delay responses to ethylene in species of agronomic interest. 1-
Methylcyclopropene (1-MCP) is an antagonist of the ethylene action in plants, results of
previous researches has shown controversial regulation of 1-MCP on the ethylene biosynthesis
in different species. Was recently demonstrated that in Coffea Arabica, 1-MCP regulates
positively the gene expression in the ethylene biosynthesis and signaling pathways. This results
suggests the regulation of ethylene metabolism during the flowering process in Coffea arabica.
However, important questions about stimuli for differential gene expression still remain
unexplained. In this study, the objective was to analyze the genetic regulation of ethylene
biosynthesis and signaling pathways, as well as to determine ethylene production in coffee
plants under different water conditions and 1-MCP application, to obtain evidence about
changes in ethylene level associated with the promotion in coffee anthesis. The experiment was
carried out in a growth room under controlled conditions using Coffea arabica seedlings. A
completely randomized design was used, with five treatments (weel water, water deficit,
rewater, well water+1MCP, water deficit+1MCP) and five biological replicates. Analysis of
leaf water potential was performed during the experimental period. Analysis expression of
eleven target genes in different tissues was performed using RT-gPCR. The results demonstrate
that 1-MCP increases leaf ethylene levels and possibly a feedback mechanism due to the loss
of negative feedback regulate the differential expression of biosynthesis enzymes. The ACO
enzyme was frequently regulated by 1-MCP and the gen CaETR1-like receptor was repressed
in response to 1-MCP. Finally, it has been suggested that the ACO enzyme plays an important
role in this process and the pathway of perception is the most important of ethylene metabolism
in plants under water deficit.

Keywords: Coffee tree. IMCP. Flowering.
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1 INTRODUCAO

O fitohormonio etileno (C2H4) € um hidrocarboneto volatil com amplo efeito sobre
diferentes aspectos do crescimento e desenvolvimento das plantas (ABELES & MORGAN,
1992), modulando a capacidade de resposta a ataques de patogenos (HUANG et al.,2016;
WANG et al., 2020) e estresses abioticos (HARTMAN et al., 2020; HU et al., 2020; YANG et
al., 2004; YU et al., 2015). A exposi¢do continua a condi¢cdes ambientais desfavoraveis regula
a taxa de biossintese do etileno, que depende da concentracdo intracelular e da capacidade de
sensibilidade da planta ao horménio para desencadear respostas rapidas (ARRAES et al., 2015;
BRADFORD & TREWAVAS, 1994; HABBEN et al., 2014; SUN et al., 2016).

A via de biossintese do etileno requer a conversdo da metionina em S-adenosilmetionina
que é, subsequentemente, convertida em acido-1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) pela
enzima ACC sintase (ACS). O ACC é o precursor direto do etileno e a ACC oxidase (ACO) é
a enzima que assegura a transformacéo do ACC em etileno (YANG & HOFFMAN, 1984). No
entanto, apenas duas etapas sdo consideradas limitantes para producdo do etileno: as etapas
coordenadas pelas enzimas ACC sintase (ACS) e ACC oxidase (ACO) (Bidonde et al., 1998;
Bradford, 2008). Apds sua producdo, o etileno requer a percepcdo pelo tecido através do
estabelecimento de ligacdo com os receptores localizados nos reticulos endoplasmaticos
(CAVASINI, 2013; CHEN et al., 2002). A juncéo do etileno ao sitio dos receptores funciona
como um mecanismo de “chave-fechadura” (BLANKENSHIP, 2001), onde a deteccdo da
presenca do hormonio desbloqueia a atividade regulatdria negativa que 0s receptores exercem
sobre a proteina cinase Constitutive Triple Response 1 (CTR1) (HUA & MEYEROWITZ,
1998). Alteracdes conformacionais desativam a repressdo causada pela CTR1 no elemento
regulador Ethylene Insensitive 2 (EIN2) (ALONSO et al., 1999; KIEBER et al., 1993),
promovendo o fluxo da cascata da transducgéo de sinal com a ativacao dos fatores primarios de
transcricdo Ethylene Insensitive 3 (EIN3) ou Ethylene Insensitive 3-like (EIL) (QIAO et al.,
2012; SOLANO et al., 1998; WEN et al., 2012; YOKOTANI, 2003). Esses elementos séo
essenciais na etapa regulatoria e a mutacao desses componentes causa completa insensibilidade
ao etileno (ALONSO et al., 2003). Finalmente, os eventos nucleares especificos do EIN3/EIL
induz fatores de transcricdo secundarios (JU et al., 2012; SOLANO et al., 1998) como o
Ethylene Response Factor (ERF). Os ERFs pertencem a superfamilia AP2/ERF (LIU et al.,
2014; PIRRELLO et al., 2012; RIECHMANN et al., 2000) e ligam-se a regides promotoras
especificas de genes que possuem resposta ao etileno (DUBOUZET ET AL., 2003; LI ET AL.,
2007; OHME-TAKAGI & SHINSHI, 1995; PIRRELLO et al., 2012).
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No geral, a via de sinalizacdo € linear e o transporte do sinal através dos componentes a
jusante dos receptores controla as alteracbes morfologicas e fisiolégicas em condigdes
favoraveis e desfavoraveis ao crescimento e desenvolvimento da planta. Em muitas espécies as
enzimas ACS e ACO séo codificadas por familias multigénicas que exibem padrao de expressdo
espaco-temporal Unico ou sobreposto (ARRAES et al., 2015; SEYMOUR et al., 2013;
TSUCHISAKA & THEOLOGIS, 2004a; TSUCHISAKA et al., 2009; YAMAGAMI et al.,
2003), assim como os receptores integram duas sub-familias distintas quanto a quantidade de
motivos de histidina (KLEE & TIEMAN, 2002; LIN et al., 2009; O’'MALLEY et al., 2005).
Baseados no modelo de Arabidopsis thaliana, os receptores ETR1 e ERS1 pertencem a sub-
familia 1 e ETR2, ERS2 e EIN4 & sub-familia 2. Essa diferenca ndo altera a atividade bioldgica
dos receptores, que possuem funcédo redundante (BLEECKER et al., 1998; HALL et al., 2000;
LACEY & BINDER, 2014B). A complexidade na compreensdo dos eventos associados ao
etileno resulta, em parte, dos mecanismos de retroalimentacdo da biossintese. Um exemplo é a
regulacdo do amadurecimento do tomate que resulta da sintese autocatalitica mediada pela
expressao dos genes ACS2 , ACS4 , ACO1 e ACO4 (BARRY & GIOVANNONI, 2006). O fino
ajuste requerido entre o etileno e seus receptores foram explorados para o desenvolvimento de
moléculas capazes de retardar as respostas ao etileno em espécies de interesse agrondémico
(WATKINS, 2006). O 1-Metilciclopropeno (1-MCP) é um potente antagonista da acdo do
etileno (FENG et al., 2004; OZKAYA et al., 2016; PAK DEK et al., 2018; SEREK & SISLER,
2001; SISLER et al., 1999) capaz de se ligar de modo irreversivel aos receptores do etileno
promovendo, uma relacdo competitiva com o hormoénio (BLANKENSHIP & DOLE, 2003;
WATKINS, 2008). Esses aspectos somados a rapida difusdo nos tecidos vegetais propagou o
1-MCP (C2Hs) comercialmente, sobretudo no pés-colheita de vegetais e culturas ornamentais
(GALATI etal., 2017; HA et al., 2019; TOIVONEN & LU, 2005)

Entretanto, trabalhos anteriores mostraram regulagdo controversa do 1-MCP sobre a
biossintese do etileno (ELLA et al., 2003; GEHL et al., 2019; TRIVELLINI et al., 2011) e
recentemente foi comprovado que em Coffea arabica o 1-MCP regula positivamente a
expressdo de genes das vias de biossintese e sinaliza¢do. A partir desse resultado, uma conexao
foi sugerida entre a regulagdo do metabolismo do etileno durante o florescimento de Coffea
arabica (LIMA, 2015; SANTOS, 2016). De acordo com a fenologia reprodutiva dessa especie
(CAMARGO & CAMARGO, 2001), modificagdes na comunicagéo entre raiz-parte aérea, apos
seca seguida por reidratacdo, poderia atuar como mecanismo para controlar a antese
(CRISOSTO et al., 1992). O ACC, molécula solivel em agua e facilmente transportado na
planta (BRADFORD & YANG, 1980; GOMEZ-CADENAS et al., 1996; MORRIS &
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LARCOMBE, 1995; TUDELA & PRIMO-MILLO, 1992) foi sugerida como o sinal para a
promocdo da antese em Coffea arabica (LIMA, 2015). Essa hipGtese é suportada pela
consideracdo de que em algumas espécies o etileno é o indutor da abertura floral (JONES;
WOODSON, 1997; TANG; WOODSON, 1996). Em outros casos, ha alteracGes na producgéo
de etileno durante a antese, como a superexpressdo da ACO2 de Arabidopsis thaliana (VAN
ES et al., 2018). Na ultima década, estudos direcionados a identificagdo e caracterizagdo de
provaveis genes do etileno em Coffea arabica (LIMA et al., 2011; SAGIO et al., 2014) tem
fornecido suporte para melhor compreensdo das vias do etileno nessa espécie e muito
recentemente a familia génica das ACS e ACO foi reavaliada (capitulo 2).

Entretanto, questdes importantes sobre os estimulos para expressdo diferencial dos
genes ainda permanece sem explicacdo. Ainda que alguns grupos de pesquisa tenham buscado
compreender o papel do etileno no desenvolvimento floral, os mecanismos moleculares que
coordenam a inducgdo da antese ainda ndo estéo nitidos (LIN et al., 2009; LI et al., 2016). Até o
presente, ndo esta suficientemente esclarecido como o controle hormonal atua na regulacéo dos
diferentes processos relacionados ao florescimento do cafeeiro e qual a relacdo e 0 mecanismo
de acdo do etileno nesse evento. Para obter evidéncias sobre as modificagdes nos niveis de
etileno que podem estar associados a promocao da antese, objetivou-se com esse estudo analisar
a regulacdo génica das vias de biossintese e sinalizacdo do etileno, bem como determinar a
producdo de etileno em cafeeiros submetidos a diferentes condi¢des hidricas e pulverizados
com 1-MCP.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Condicdes de crescimento das plantas

Mudas de Coffea arabica cv Catuai 144, obtidas da Fundacdo Procafé (Varginha-MG,
Brasil), cultivadas em sacos de polipropileno (20x11cm) foram transplantadas para vasos de 6L
contendo mistura de solo, areia e adubo (2:1:1, v/v/v), sendo que o adubo era composto de NPK
(4:14:8). Durante o desenvolvimento as mudas foram cultivadas em casa de vegetacdo
recebendo os tratos culturais adequados. Quando completaram 10 meses e possuiam 9 pares de
folhas, as plantas foram transferidas para cdmaras em sala de crescimento onde o experimento
foi conduzido sob condicBes controladas: fotoperiodo de 12h a 25°C. A camara era composta
por prateleiras de 1,20x1,20 contendo 18 lampadas de LED de 18W que forneciam 300umol
m2 s de densidade de fluxo de fétons.
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2.2 Tratamentos e amostragem das plantas

Na sala de crescimento as plantas foram acondicionadas em duas cdmaras isoladas por
cortina blackout de PVC para garantir o periodo de escuro (12h) e minimizar a deriva dos
tratamentos que incluiam pulverizagcdo com 1-MCP. Foi adotado o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com 5 tratamentos (Figura 18) e 5 réplicas biologicas: 2 para analises
fisioldgicas e 3 para coleta de material vegetal. Os tratamentos com e sem pulverizacéo de 1-
MCP foram distribuidos nas cdmaras 1 e 2, respectivamente. Em cada cadmara as plantas foram
distribuidas nas prateleiras considerando a condic¢do hidrica. Tratamentos com plantas bem
hidratadas (T1 — Irrigado; T4 — Irrigado+1MCP) foram acondicionados nas prateleiras
inferiores para assegurar que 0 escoamento da agua apds a irrigacdo ndo iria interferir nos
tratamentos de restricdo hidrica. Portanto, plantas submetidas ao déficit hidrico (T2 — déficit
hidrico; T3 — déficit hidrico+reirrigado; T5 — deficit hidrico+1MCP) foram mantidas nas
prateleiras superiores nas duas camaras. O T2 e T3 foram mantidos juntos na prateleira superior
da cadmara 2 até o momento da reirrigacdo do T3.

Durante sete dias todas as plantas foram irrigadas diariamente mantendo-se o nivel de
agua do solo em 100% da capacidade de campo (CC méxima). Esse procedimento foi realizado
para todos os vasos antes da imposicdo dos tratamentos e a reposicdo da agua, quando
necessaria, era realizada ao final do dia. A capacidade de campo foi calculada, com auxilio de
uma balanca, a partir da diferenca entre o peso seco e o peso encharcado do solo, apds o
escoamento total da dgua. Ao final desse periodo o estresse foi imposto nos tratamentos com
déficit hidrico pela suspensdo total da irrigagdo no T2 e T3 até que as plantas atingissem o
potencial hidrico foliar () antemanha de, no minimo, -3,0 Mpa (LIMA et al., 2015). No T5,
as plantas foram mantidas com 50% da capacidade de campo. Esse método foi adotado para
garantir a eficiente absorcdo do 1-MCP apos a pulverizacdo das folhas. Portanto, esse
tratamento foi irrigado parcialmente e o . mantido em -2,0 Mpa. Nesse estudo, plantas bem
irrigadas (T1 e T4) foram mantidas sob CC méaxima durante todo o periodo experimental
enguanto as plantas dos tratamentos de estresse foram submetidas ao déficit hidrico sete dias
apos irrigacao constante. Para o tratamento com reidratacéo, as plantas foram submetidas a 1
ciclo de déficit hidrico e novamente irrigadas, retornando a CC méaxima. A reirrigacéo e a
pulverizagdo do 1-MCP foram realizadas somente ap0s a redugdo no potencial hidrico foliar,
como descrito anteriormente, aos 12 dias ap0s a suspenséo da irrigacao.

A dosagem de 1-MCP foi determinada por Lima (2015) a pulverizacao foi realizada
com auxilio de borrifador, dentro da cadmara 1 com as cortinas fechadas. Cada planta recebeu

20mL da calda composta por 390uL de 1-MCP contendo 3,8% de ingrediente ativo (produto



134

comercial HarvistaTM — AgroFresh) acrescidos de 70uL surfactante Break-Thru (Evonik
Industries AG, Essen, Alemanha) na concentracdo de 0,025 v/v. O volume foi completado com
agua e a calda foi preparada no momento da aplicacdo, sedo que a pulverizacdo abrangeu as
regides adaxial e abaxial das folhas. No tratamento com déficit hidrico, a superficie dos vasos
foi coberta com lona pléstica para protecdo do solo. Concomitantemente a pulverizacéo do T4
e T5, ocorreu a reirrigacdo no T3 e, duas horas apds, foram coletadas amostras de folha e raiz

para determinacédo da producao de etileno e analise da expressao génica por RT-qgPCR em todos

0s tratamentos.

Figura 18 — Esquema do delineamento experimental das mudas de Coffea arabica.
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Legenda: Croqui do experimento conduzido com mudas de Coffea arabica cv. Catuai Vermelha 144.
DAIT — Dia Ap6s Imposicdo dos Tratamentos.
Fonte: Do autor (2020).

2.3 Parametro fisiolégico

Duas réplicas bioldgicas, em cada tratamento, foram utilizadas para anélises do
potencial hidrico foliar e utilizadas como padrdo comparativo para as trés replicas biologicas
utilizadas para coleta de material vegetal. O experimento foi avaliado no dia 0 (zero) da
imposicdo do estresse, quando todas as plantas ainda estavam na CC méaxima, e nos 6° e 12° dia
apos a imposicdo dos tratamentos (DAIT). O 12° dia das andlises fisioldgicas determinou o

término do experimento. A duragdo do periodo experimental considerou os valores do ywre, a
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selecdo dos dias de avaliagdo para o ywr, ap0s a suspensdo da irrigacdo, considerou a intensidade
de murcha das folhas. No ultimo dia do experimento, aos 12 dias de déficit hidrico, a anélise
do potencial hidrico foliar foi realizada na madrugada e a analise de trocas gasosas pela manha,
antes e 2 horas ap0s a reirrigacao no T3 e pulverizacdo no T4 e T5. Nas avaliacdes do potencial
hidrico, as medicBes foram realizadas com cémara de pressdo (PMS Instruments-
Plantmoisture- Modelo 1000) tipo Scholander (SCHOLANDER et al., 1965) em trés folhas
completamente expandidas localizadas entre 0 3° e 5° n6, contados a partir do apice, entre 3h e

5h da manha.

2.4 Determinacao da producéo de etileno

Trés replicas biologicas foram usadas para medir a producédo do etileno. Cada réplica
bioldgica forneceu duas repeticfes técnicas, e cada repeticdo técnica resultava da juncédo de dois
tubos contendo os d6rgdos analisados. Para folha, quatro unidades completamente expandidas
foram pesadas e armazenadas, individualmente, em tubo de vidro de 10ml. Para raiz, a planta
foi retirada do vaso e o tecido radicular foi lavado para retirada do solo residual. Em seguida,
0,5g de raiz foi pesada e armazenada como descrito acima. Os tubos foram selados com septo
de borracha e incubados & temperatura ambiente por 24h. Amostra de gas de 3mL de cada um
dos tubos que representavam uma repeticdo técnica foi coletado com seringa hipodérmica,
entdo, 6mL do gas foi injetado no analisador portétil de etileno (CI-900, CID Bio-Science) para
medicdo da concentracdo do etileno. Cada experiéncia foi repetida duas vezes para garantir a

confiabilidade dos dados.

2.5 Extracdo de RNA total e Sintese de cDNA

A extracdo de RNA foi realizada utilizando o protocolo de Chang et al (1993) com
adaptacdes para tecidos de café. Ap6s a extracdo, 1,5uL RNA foi quantificado em
espectrofotometro (Nanovue®) determinando-se a quantidade e a qualidade do material
extraido. Para determinar a integridade do RNA, as amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose 0,8% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain 400uL e visualizado em
fotodocumentador UV-transilluminator (UVITEC FireReader XS D-77Ls-20. M). Visando a
eliminacdo do DNA residual, as amostras foram tratadas com o Turbo DNA-free™ kit
(Ambion), seguindo as recomendacdes do fabricante. Para avaliacdo da integridade das
amostras foi realizado o mesmo procedimento descrito anteriormente. As amostras que
apresentaram alto grau de integridade e pureza foram utilizadas para a sintese de cDNA

utilizando o Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), sequindo



136

a recomendacdo do fabricante. A reacdo para sintese de cDNA foi realizada em termociclador
(Multigene Gradient — Labnet) nas seguintes condicdes de ciclagem: 10 minutos as 25°C, 120
minutos a 37°C e 5 minutos a 85°C. Apos a sintese do cDNA, as amostras foram armazenadas

em freezer a -20° C.

2.6 Analise de sequencias

Os genes que codificam enzimas na biossintese de etileno e nas vias de resposta em
Arabidopsis thaliana foram recuperados do banco de dados KEGG (AOKI & KANEHISA,
2005). Cada uma dessas sequéncias de proteinas desses genes foi usada como entrada para
realizar buscas de similaridade com os genomas de espécies vegetais de diferentes ordens, como
Solanales, Gentianales, Brassicales, Cucurbitales, Rosales, Fabales, Malpighiales, Vitales,
Poales, Amborellale, Ginkgoales e a samambaia Selaginella. moellendorffii. Essas pesquisas
foram feitas com BLAT (versdo 36x2) (KENT, 2002). Os dois melhores resultados (maior
nimero de correspondéncias) para cada enzima mapeada para cada genoma tiveram suas
coordenadas genémicas expandidas em 1500 pares de bases nas duas direcdes genémicas. Essas
coordenadas genomicas foram entdo inseridas na ferramenta de previsdo génica Augustus
(versdo 3.3.2) (STANKE & MORGENSTERN, 2005) para identificar possiveis genes nesses
genomas. Todas as sequéncias de proteinas previstas para uma enzima especifica foram
submetidas a um filtro de comprimento e apenas proteinas com comprimento superior a 70%
da sequéncia inserida por Arabidopsis thaliana foram consideradas para mais etapas. Além
disso, removemos da andlise as proteinas previstas cuja sequéncia inserida estava abaixo de
70% de seu comprimento. As demais sequéncias previstas e a sequéncia inserida para cada
enzima foram entdo alinhadas com o0 MAFFT (versao 7.427) (KATOH & TOH, 2008) através
da orientacdo do script perl (versdo 2.02) (Sela et al., 2015). Apenas uma enzima por espécie
foi relatada com base em multiplas interacdes da analise filogenética com o pacote de orientacdo
Phylip (versdo 3.698) (FELSENSTEIN, 1993). Finalmente, as sequéncias de proteinas de
Coffea arabica e Coffea canephora foram alinhadas com as sequéncias de plantas no banco de
dados do NCBI por meio da ferramenta online BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) disponivel
em (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast .cgi). Esta etapa foi realizada para verificar se a
proteina prevista € homdloga de qualquer proteina depositada no banco de dados NCBI.
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2.7 Desenho de primers

Primers selecionados para os genes da via de percepgéo e sinalizagdo foram projetados
usando a ferramenta OligoAnalayzer (Integrated DNA Technologies;
https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) a partir das sequéncias identificadas na
andlise in silico desses estudos (Tabela 2). A eficiéncia de amplificacdo desses iniciadores e a
selecdo dos genes de referéncia AP47 e RPL39 foram executados de acordo com
(FERNANDES-BRUM et al., 2017). As sequéncias para 0s genes da biossintese CarACS3-like
e CarACS7-like foram selecionadas pelo nosso estudo anterior (capitulo 2). Para os genes
CaACS1-like, CaACOL1-like, CaACO4-like, CaACO5-like as sequéncias utilizadas na deteccao
de amostras de oligonucleotideos foram selecionados do estudo de (SAGIO et al., 2014).

Tabela 2 — Iniciadores especificos dos genes utilizados para amplificacdo de fragmentos de
cDNA via RT-gPCR.

Gene Sequéncia de Primer Concentracio Volume Tm E
(3°-3) (nM) mL) (O (%)
ETR1- F.:GATGGGTGCTTGTGCAGTTT 2 3,0 56,3 97
like R: AGCATTAGAGCTGTCGCACAT 56,8
EIN4- F-TATTTGGGACTGGGGTTTGGG 2 3,0 57,3 100
like R: AGCAGCCCCTTTTCAATCCAT 57,3
CTR1- F:-TAAGCCAACCGAAACCTCCTG 2 3,0 57,2 91
like R: 57,2
TGGAAACCCTAAAAGCAGCCAT
EIL1- F-TTCCCGAATGAAGTTTTGACTG 2 3,0 55,0 93
like AA 56,9
R: GTGAAAAGTGTCGGCTGCTG
ERF1 F:CACAAGCACAGGCTGTTCAA 2 3,0 56,2 100
like R: TCTTGGGTTTTTCTTCGGGCT 57,0

Fonte: Do autor (2020).

2.8 Analise da expressao génica via RT-gPCR

Para determinar o padrdo de expressdo de 11 genes relacionados com a biossintese,
percepcao e sinalizacdo do etileno, uma analise de RT-qPCR dos niveis de transcri¢do foi
realizada utilizando primers gene-especifico. Essas analises foram realizadas com trés replicas
bioldgicas em triplicatas técnicas para cada uma das amostras, com volume final por reacédo de
15 pL. Foi utilizado 1,5uL de cDNA e 13,5 pL de Mix contendo 7,5 puL de SYBR (QuantiFast
SYBR Green PCR Kit — Qiagen) e 3,0 uL de cada primer. O termociclador Rotor-Gene Q Real-
Time PCR (Venlo, Holanda) portando sistema de deteccdo SYBR® Green foi utilizado com os

seguintes parametros: 5 min a 95 °C, 40 ciclos de 5sa 95 °C e 10 s a 60 °C, finalizando com
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uma curva de melting para analise da especificidade da reacdo, aumentando-se a temperatura
de 60 °C a 95 °C, com o aumento de 1 °C a cada 5 s. No entanto, para 0 CaACS1 os 40 ciclos

ocorreram nas temperaturas de 95°C e 58°C, respectivamente.

2.9 Andlise Estatistica

Os dados referentes aos parametros fisioldgicos e determinacdo do etileno foram
submetidos a anélise de normalidade pelos testes Shapiro-Wilk (P > 0,05) e Bartlett (P > 0,05)
para verificar a homocedasticidade das variancias. Os dados considerados normais e
demonstrando homogeneidade de variancia foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA).
Os efeitos entre tratamentos foram inclusos no modelo. Quando as diferencas foram detectadas
pela ANOVA, as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (1974) (P <0,05), usando
o0 software R (R core team 2019) e o ExpeDes (FERREIRA et al. 2018), e pacotes ggplot 2
(WICKHAM 2009).

A expressdo relativa dos genes foi calculada pelo método AACT (PFAFFL, 2001)
usando os genes de referéncia AP47 e RPL39 (Tabela 2). Os calculos da razdo de expresséo e
os intervalos de confianca foram submetidos a analise estatistica com modelo linear misto
Steibel et al (2009). O modelo é dado pela equacao:

yiklm = p + TGik + Il + eiklm

em que Yikim € 0 Cq (ciclo de quantificagdo) obtido do software do termociclador para o
k-ésimo gene (referéncia ou alvo) do m-ésimo pogo, correspondente a I-ésima planta sujeita ao
i-ésimo tratamento (IR, DH, REIR, IR+1MCP, DH+1MCP) ; TGik € o efeito da combinacdo
do i-ésimo tratamento (IR, DH, REIR, IR+1MCP, DH+1MCP) na expressdo do gene k
(referéncia ou alvo); em que a combinacdo do i-ésimo (folha ou raiz) e o j-ésimo (IR, DH,
REIR, IR+1MCP ou DH+1MCP); Il ~ N (0, 621k) ¢ um efeito aleatorio especifico da planta; e

eijjklm ~ N (0, 62) € um termo residual.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises Fisiologicas

O experimento foi conduzido com trés condicGes hidricas distintas: bem irrigado, déficit
hidrico e déficit hidrico seguido por reidratacdo. Inicialmente, todas as plantas foram mantidas
em capacidade de campo maxima (100%). A analise do potencial hidrico foliar mostrou que
antes da imposicdo dos tratamentos hidricos, dia 0 ap6s imposicdo dos tratamentos (DAIT),
todas as plantas apresentavam valores superiores a -0,3MPa, ndo havendo diferenca entre os
tratamentos (figura 19A). Apo6s a medicdo do potencial hidrico, no dia 0, a irrigacdo foi
totalmente suspensa nos tratamentos 2 (Déficit hidrico) e 3 (Reirrigados). No 6° DAIT, a
restricdo de &gua reduziu os potencias hidricos nos tratamentos 2 e 3 para até -2,2MPa,
atingindo até -3,8MPa no 12° DAIT. Para o tratamento 5 (Déficit hidrico + 1MCP) a irrigacéo
foi parcialmente suspensa, mantendo-se 50% da capacidade de campo dessas plantas que
receberiam a pulverizacdo do 1-MCP via foliar. Nos tratamentos 1 (Irrigado) e 4 (Irrigado +
1IMCP), os valores dos potencias hidricos foram mantidos acima de -0,3MPa em decorréncia
da reposicdo diaria da agua perdida por transpiracdo. A alteracdo na rega promoveu diferenca
significativa entre os tratamentos, dento de cada tempo, a partir do 6° DAIT e esse padrao foi
mantido até o 12°+2h DAIT.

Para as plantas do Déficit Hidrico e do Reirrigado, os valores de potenciais foram
similares no 6° e 12°DAIT, mas ambos diferiram do tratamento de Déficit hidrico+1MCP
(figura 19). E notavel que as plantas deste Gltimo tratamento estavam submetidas ao déficit
hidrico, uma vez que ao se comparar os valores dos potenciais hidricos dos tratamentos
irrigados houve diferenca entre as condi¢des hidricas. Entretanto, a manutenc¢do da irrigacdo
parcial manteve a capacidade de campo abaixo do obtido nas plantas constantemente irrigadas,
mas acima do observado nas plantas com suspensdo total da irrigagdo. De modo geral, o
acompanhamento do status hidrico foliar permite afirmar que a restricdo de dgua conduziu as
plantas dos tratamentos 2, 3 e 5 a uma situacéo de estresse, visivel pela murcha das folhas em
decorréncia da reducdo na turgescéncia celular maxima. No entanto, no tratamento 5, o sintoma

de murcha foliar foi menos intenso devido a diferenca na intensidade do déficit hidrico imposto.
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Figura 19 — Medidas fisiologicas de potencial hidrico foliar.

(A) Condigao . I . DH D R D 1+ 1MCP D DH + IMCP

DAIT

Legenda: Letras mailsculas comparam os tratamentos dentro de cada tempo e letras minusculas
comparam cada tratamento no tempo (0,6,12 e 12+2h). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média de duas
repeticoes.

Fonte: Do autor (2020).

3.2 Producéao de etileno

Analisando o tratamento irrigado, a producdo de etileno ndo diferiu entre os 6rgédos e
obteve 0 maximo de 0,21 ppm g h'* (figura 20). Isso mostra que a concentragdo de etileno em
plantas constantemente bem hidratadas permaneceu em niveis basais, concordando com o
comportamento desempenhado pelo etileno de atuar como um importante regulador de
crescimento em concentracGes muito baixas (ABELES & MORGAN, 1992; NEGI et al., 2008).
Observando o tratamento de déficit hidrico, a restricdo de agua durante todo o periodo
experimental elevou a concentracao de etileno nessas plantas, especialmente na raiz (12,81 ppm
gt h™?), que foi 6 vezes superior as folhas. Comparando esses tratamentos, a concentragio de
etileno nas folhas e raizes sob déficit hidrico foi 18 e 53 vezes maior (figura 20),
respectivamente, do que em plantas irrigadas. Diferentes fatores ambientais s@o capazes
estimular a conversdo de ACC em etileno e regular a taxa de biossintese desse hormonio
(YANG & HOFFMAN, 1984). A limitacéo na disponibilidade de &gua € um estimulo ambiental
h& muito reconhecido como modulador da producéo de etileno (ABELES & MORGAN, 1992;
BELTRANO etal., 1999; LESTARI et al., 2018). Entretanto, generalizar o padrédo de regulacéo
da biossintese do etileno ndo € uma abordagem indicada pois, as espécies podem responder de
maneira especifica sob condicdo de seca e essa especificidade pode ser estendida aos 6rgdos
(BELTRANO et al., 1999; LARRAINZAR etal., 2014; LIU et al., 2013; RICKES et al., 2019).
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Figura 20 — Niveis de producao de etileno a partir de folhas e raizes de mudas de Coffea arabica.
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Legenda: As barras representam a média e erro padrao de trés repeticGes. Letras mailsculas comparam
0s 6rgdos dentro de cada tratamento e letras mindsculas comparam o 6rgdo nos diferentes tratamentos.
Letras diferentes indicam diferencas significativas em P <0,05 (teste de Scott-Knott). Tratamentos: IR -
Irrigado, DH — Déficit Hidrico, RI - Reirrigado, IR+1MCP — Irrigado+1MCP, DH+1MCP — Déficit
Hidrico+1MCP.

Fonte: Do autor (2020).

Nossos resultados demonstram que sob seca a via de biossintese do etileno é
superestimulada nas raizes de Coffea arabica, as quais intensificam a producdo de etileno,
possivelmente como um mecanismo de resposta a perturbacfes severas. Quando a via de
biossintese € sobreregulada, a tendéncia é que a via de sinalizacdo responda positivamente ao
aumento na concentracdo do etileno afim de desencadear as respostas fisioldgicas e
morfologicas (GEISLER-LEE et al., 2010). Em plantas sob seca, a elevacdo nos niveis de
etileno promovem a reducdo da area foliar ao coordenar eventos de senescencia e abscisdo,
mas também podem promover a inibicdo do crescimento da parte aerea e do sistema radicular
(GOMEZ-CADENAS et al., 1996; MIZUKAMI, 2001; PIERIK et al., 2006; SHARP, 2002).
Essa pequena explosdo localizada nos niveis de etileno pode ter ocorrido visando estagnar o
crescimento das raizes, uma vez que, modificacbes no crescimento sdo ajustes caracteristicos
regulados pela via do etileno (ABELES & MORGAN, 1992; WOLTERS & JURGENS, 2009).
No entanto, 0s processos de crescimento e desenvolvimento das plantas sdo controlados por
inter-relagdes dos hormonios que podem interagir de diferentes maneiras (WOLTERS &
JURGENS, 2009). O Acido Abscisico (ABA) é um hormdnio altamente induzido por condicdes
de estresse (SCHACHTMAN & GOODGER, 2008; SEKI et al., 2007; WILKINSON et al.,
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2012) e sintetizado na raiz (SHARP et al., 1994), mas facilmente translocado para regides
distantes do seu local de sintese (WANI et al., 2016). Durante o déficit hidrico, a comunicacao
entre ABA e etileno pode ser antagénica (GERTMAN & FUCHS, 1972;CHEN et al., 2013;
RIOV et al., 1990; SHARP, 2002). ja sendo constatada inibicdo da biossintese do etileno na
raiz por regulagdo do ABA (SPOLLEN et al., 2000).

No geral, a principal resposta do ABA sob déficit hidrico é a regulacdo do
funcionamento dos estbmatos, com o intuito de reduzir a perda de &gua na planta
(SANGTARASH et al.,, 2009; SCHROEDER et al., 2001). Embora a determinacdo da
concentracdo de ABA ndo tenha sido feita, as andlises de trocas gasosas (figura 19B-D)
comprovam que as plantas mantidas sem irrigacéo reduziram significativamente a condutancia
estomatica a partir do 6° DAIT (figura 19C). Considerando que a quantificacdo do etileno foi
realizada com material vegetal coletado no 12° DAIT, onde essas plantas exibiam potencial
hidrico foliar de -3,8 (figura 19 A), ha um forte indicio de que a concentracdo de ABA estava
elevada. Logo, constatado o aumento na concentragéo de etileno em folhas e raizes de Coffea
arabica, existem duas situacdes possiveis: (i) o0 ABA ndo interferiu nas respostas de estresse
hidrico e a elevacdo na biossintese de etileno ocorreu por uma via independente do ABA, ou
(ii) o etileno produzido foi regulado por uma via dependente do ABA, de modo que, ABA e
etileno atuaram de forma sinérgica sob déficit hidrico.

As plantas reirrigadas apresentaram o maior volume de etileno nas folhas entre os
tratamentos avaliados, enquanto as raizes obtiveram igual concentracdo em relacdo as plantas
constantemente hidratadas, tratamentos irrigado e irrigado+1-MCP. As plantas reirrigadas
foram submetidas a um ciclo de seca, havendo reidratacdo no 12° DAIT, enquanto as plantas
do déficit hidrico foram mantidas sob seca continua até o 12°+2h DAIT. Durante o periodo de
seca ndo houve diferenca entre os potencias hidricos desses tratamentos (figura 19A), indicando
que ambas estavam sob mesma condicdo de estresse hidrico. Portanto, supde-se que até o
12°DAIT as plantas do tratamento reirrigado possuiam o mesmo nivel de etileno, nas raizes,
que o verificado nas plantas do déficit hidrico constante. Apos reidratacdo, com retorno a
capacidade de campo maxima no 12°+2h DAIT, as plantas do reirrigado exibiram concentragdo
de etileno, entre raiz-parte aérea, oposta ao encontrado nas plantas sob déficit hidrico continuo.
Sabendo que o etileno € um composto imovel na planta (ABELES & MORGAN, 1992), a
explosdo de etileno nas folhas reirrigadas possivelmente foi promovido pelo seu precursor,
produzido nas raizes durante a seca. Essa afirmativa é baseada na comparacdo do nivel de
etileno em folhas dos tratamentos irrigado e déficit hidrico. Embora a concentracao de etileno

em folhas no tratamento déficit hidrico tenha sido elevada em relacao as plantas constantemente
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irrigadas, nas folhas reirrigadas houve um aumento de 36 e 2 vezes na concentracdo do etileno
comparados com 0s respectivos tratamentos. Portanto a raiz foi o local com maior atividade da
biossintese de etileno quando os cafeeiros foram submetidos & seca, contribuindo para o
aumento foliar de etileno no tratamento reirrigado. O ACC, precursor do etileno, é solivel em
agua e possui mobilidade & longas distancias, via xilema, como mecanismos de resposta a
diferentes tensdes abidticas (BRADFORD & YANG, 1980; DAWOOD etal., 2016; VAN DER
STRAETEN et al., 1997; VANDERSTRAETEN & VAN DER STRAETEN, 2017). Assim
como detectado nesse estudo, em citros o déficit hidrico induziu a biossintese de ACC nas raizes
e a reidratagcdo favoreceu o transporte do ACC através do fluxo de agua pelo xilema. Essa
resposta induzida pelo estresse seguido de agua resultou na abscisdo foliar coordena pelo etileno
(GOMEZ-CADENAS et al., 1996; TUDELA & PRIMO-MILLO, 1992). Aqui, confirmamos
que a reidratacdo restaurou os niveis de etileno nas folhas apos a seca.

No 12° dia experimental também foi implementado o tratamento pela pulverizacao do
1-MCP em outros grupos de plantas mantidas sob irrigacéo e seca constante. Como esperado,
ndo houve diferenca no nivel de etileno nas raizes de plantas irrigadas+1MCP quando
comparadas com plantas irrigadas sem pulverizacdo pois ambas mantiveram potencial hidrico
de -0,35MPa até o0 12°+2hDAIT. A baixa concentracdo de etileno observada nas raizes desses
tratamentos também foi similar &s raizes de plantas reidratadas e ambas diferiram dos dois
grupos de plantas submetidos ao déficit hidrico até o 12°+2hDAIT, reforcando a ideia de que a
agua é o fator responsavel por inibir a biossintese de etileno na raiz. Quanto as folhas, houve
diferenca significativa na concentracdo de etileno do grupo irrigado+1-MCP em comparacgéo
com o grupo irrigado sem pulverizacdo. A partir da confirmagdo dos baixos niveis de etileno
nas raizes desses dois grupos de plantas devido ao status hidrico maximo, € possivel afirmar
que a elevacdo na concentracdo de etileno obtida sob irrigagdo constante foi promovida pelo 1-
MCP. Esse resultado justifica a promogédo da antese, antes da estacdo chuvosa, em cafeeiros
com até -0,49MPa apds pulverizagdo do 1-MCP, em condic¢éo de campo, antecipando a floragédo
em relacdo aos demais tratamentos. Nesse caso, a expressao diferencial de genes da biossintese
e sinalizacdo do etileno foi induzada pelo 1-MCP, indicando que possivelmente ocorreu
aumento nos niveis de etileno apos a pulverizagdo (LIMA, 2015; SANTOS, 2016). O 1-MCP é
classificado como um potente inibidor da acéo do etileno (BLANKENSHIP & DOLE, 2003;
SEREK, 1999; SEREK & SISLER, 2001), muito eficaz em retaradar respostas de
amadurecimento (PAK DEK et al., 2018; THONGKUM et al., 2018; WIN et al., 2019)e
senescéncia (GALATI et al., 2017; GEHL et al., 2019; FAVERO et al., 2016). A agdo

antagonista reconhecida do 1-MCP foi refutada por Ella et al (2003) ao verificar que em folhas
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de salsa houve aumento na biossintese do etileno poucas horas apds aplicagdo do 1-MCP e, de
acordo com os autores, esse efeito poderia ser justificado pela perda do feedback negativo da
biossintese do hormaonio.

A complexidade no metabolismo do etileno deve-se, em parte, a0s mecanismos
regulatorios da sua biossintese. A producdo de etileno endégeno pode ser regulada por uma via
independente associada aos processos de crescimento e desenvolvimento (GRBIC &
BLEECKER, 1995; SCHIEFELBEIN, 2000; YOUNG et al., 1997), tensdes bioticas e abioticas
(ABIRI et al., 2017; CHANG & BLEECKER, 2004; LESTARI et al., 2018; PIERIK et al.,
2007; SHINOHARA et al., 2017), por regulacdo hormonal (KUROHA et al., 2018; ROBLES
etal, 2013; SUBBIAH & REDDY, 2010) e por looping de feedback (O’ DONNELL et al., 1996;
ELLA et al., 2003; MULLINS et al., 2000; TRIVELLINI et al. 2011) Neste Gltimo, a via de
biossintese é regulada por mecanismo de retroalimentacdo induzindo a elevacéo nos niveis do
hormonio (ELLA et al., 2003; INABA et al., 2007; TRIVELLINI et al., 2011; WILKINSON et
al., 1997) a presenca de etileno, a deteccdo do hormodnio nos tecidos induz a produgao
autocatalitica regulada por feedback positivo, ou seja, a ligacdo do etileno aos seus receptores
cooredena uma cascata de sinalizacdo para aumentar a sintese do etileno (JIANG; FUN, 2000;
SEREK et al., 2006). Contrariamente, no feedback negativo a liga¢do do etileno aos receptores
sinaliza para inibi¢do da via de transducéo e sintese de mais etileno. Porém, a perda do feedback
negativo pela incapacidade de percepcdo dos niveis de etileno também é capaz de induzir a
autocatalise do etileno (ELLAet al., 2003; TRIVELLINI et al., 2011; WATKINS, 2006).
Possivelmente nesse estudo também ocorreu a perda do feedback negativo regulado pelo 1-
MCP, aumentando significativamente a producdo de etileno nas folhas irrigadas. Considerando
que o 1-MCP tem elevada afinidade pelos receptores do etileno(SISLER & SEREK, 1997a) e
sua ligacdo é competitiva e definitiva (SALEH-LAKHA et al., 2004; SISLER & SEREK,
1997b), a ocupacdo do sitio de ligagdo mantém os receptores estabilizados (KEVANY et al.,
2007) mas incapazes de desativar a proteina Constitutive Triple Response 1 (CTR1), que atua
bloagueando os componentes de sinalizacdo a montante da via (KIEBER et al., 1993;WEN et
al., 2012). Tal mecanismo pode ter conduzido a planta & interpretacdo de que ndo havia etileno
suficiente para desencadear processos fisiologicos necessarios em condicdes ideiais de
crescimento, estimulando a biossintese do hormonio. Nesse estudo, 0 método destrutivo de
coleta ndo permitiu determinar se 0 aumento na concentracéo foliar de etileno ap6s pulverizagédo
do 1-MCP promeveria danos a planta. No entanto, ja foi comprovado que o 1-MCP néo provoca
a degradacao de clorofila, senescéncia e abscisao foliar ou qualquer prejuizo aos 6rgaos da parte
aérea (LIMA, 2015; SANTOS, 2016). Segundo os autores, embora a aplicacdo exdgena de 1-



145

MCP estimule a producdo de etileno, a biossintese ocorre de maneira controlada pela planta,
uma vez que esse produto ndo libera etileno instantaneamente sobre a planta.

A pulverizacdo do 1-MCP também foi realizada no 12°DAIT no grupo de plantas
mantidas sob seca moderada, com potencial hidrico foliar de -2,2MPa. Comparando com a
concentracdo de etileno foliar de plantas sob seca severa (-3,8MPa), ndo houve diferenca
significativa. Entretanto, nesse tratamento o nivel de etileno foi inferior e superior as folhas dos
tratamentos reirrigado e irrigado+1MCP, respectivamente. Ainda que o solo desse tratamento
tenha sido mantido com metade da capacidade de campo, a producdo de etileno na raiz foi
superior ao encontrado nas folhas, sendo um indicativo da condi¢do de estresse. Notavelmente,
0 1-MCP néo estimulou a biossintese de etileno nas folhas de plantas com potencial hidrico
acima de -2,0MPa. Interessantemente, a promocdo da antese também foi induzida por 1-MCP
em cafeeiros cultivados em campo e mantidos durante mais de 60 dias sem hidratacdo. Nessa
condicdo, é possivel que as plantas do campo estivessem em situacdo moderada de estresse e
foi constatado que a expressao dos genes de biossintese e sinalizacdo também foram induzidos
pelo produto (LIMA, 2015; SANTOS, 2016). Supostamente, o aumento diferencial na
concentracdo de etileno em folhas sob déficit hidrico modero nédo foi verificado nesse estudo
em funcdo da fase fenoldgica. Como demonstrado em trabalhos anteriores, a expressao
diferencial de genes da biossintese do etileno € regulada pela idade da planta (ROTTMANN et
al., 1991; TSUCHISAKA & THEOLOGIS, 2004b). Entdo, supbe-se que em mudas de Coffea
arabica o 1-MCP ndo estimule a producéo de etileno sob seca, ainda que moderada, porque a
sinalizacdo emitada pelo etileno radicular indica que nessa fase ndo é favoravel sobreregular a
producdo do horménio. Como o etileno via 1-MCP é produzido de maneira controlada, durante
a fase vegetativa mecanismo regulatorio por feedback negativo ¢ mantido. Logo, esse seria um
mecanismo exatamente oposto ao sugerido em plantas adultas que responderam positivamente

ao 1-MCP durante o florescimento.

3.3 Analise da expressdo génica

3.3.1 Contraste: IR_IR1IMCP

Em folhas, CaACS1-like foi o unico gene regulado negativamente nas plantas irrigadas
sem pulverizacdo, enquanto que CaACS3-like e CaACS7-like ndo houve diferenga significativa
(figura 21A). A expressdo de todos os genes ACO foi reduzida em comparagéo com folhas
pulverizadas (figura 21B). Quanto aos provaveis receptores do etileno, CaETR1-like foi mais

expresso nas folhas irrigadas enquanto que para o gene CaEIN4-like, ndo houve diferenca na
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expressdo (figura 21C). O gene CaCTR1-like também foi diferencialmente expresso em folhas
irrigadas, mostrando o padréo de expressdo semelhante ao CaETR1-like. Entretanto, para
CaEIL1-like e CaERF1-like a regulacdo foi positiva mais ndo houve diferenca entre 0s
tratamentos (figura 21D).

A expressao diferencial do CaACS1-like demonstra uma resposta especifica ao produto,
ja que nessa comparagdo os dois grupos de plantas possuiam potencial hidrico similar (-
0,35Mpa). E razoavel supor que o incremento na producdo de ACC das folhas irrigadas e
pulverizadas sdo derivadas dos transcritos desse gene, ja que os outros dois genes da ACS
analisados demonstraram expressdo dependente da condigdo hidrica. A partir da formacao do
ACC, o etileno parece ter sido produzido pela atividade conjunta das isoenzimas da ACO,
devido a expressao sobreposta. Trabalhos anteriores relatam que a principal etapa limitante para
sintese de etileno compreende a conversao do ACC regulado pela ACS (ADAMS et al., 1979;
ARGUESO et al., 2007;WANG et al.,, 2004) mas a alteracdo a nivel transcricional de todos os
homdlogos da ACO permite afirmar que essa enzima desempenhou importante papel na
producdo foliar de etileno em cafeeiros bem irrigados. Essa evidéncia é suportada por estudos
gue demonstraram que a ACO controlou a producéo de etileno nas plantas (ENGLISH et al.,
1995; LOVE et al., 2009; SHI & LIU, 2016). Ainda mais interessante é observar que esse
incremento na producdo de etileno foliar regulado pela ACO foi mediado pelo 1-MCP (figura
20). Resposta similar em folhas de citros (ZHONG et al., 2001) e de salsa (ELLA et al., 2003)
também contrariaram as respostas amplamente descritas de alivio na biossintese do etileno
promovido pelo 1-MCP (MASSOLO et al., 2019;SISLER & SEREK, 1997a; WIN et al., 2019).
A inconstancia nas respostas encontradas nesses estudos ndo permite concluir qual ou quais 0s
fatores direcionam o tipo de controle que o 1-MCP ir& desenvolver. Mas, de fato, parece que a
variacdo entre a regulacdo positiva ou negativa na biossintese do etileno pelo 1-MCP parece
depender da espécie, 6rgdo, fase de desenvolvimento e diferentes estimulos.

Em Coffea arabica, durante o florescimento, aumento significativo na expressao de
genes da biossintese foi detectada em diferentes orgdos (LIMA, 2015; SANTOS, 2016) e
juntamente com os dados desse estudo sugerem que nessa espécie, o 1-MCP influencia
positivamente a producdo do etileno. Os efeitos regulatorios sdo extrapolados para a via de
sinalizagdo e foi nitido que a existéncia de diferentes receptores € justificavel pela ocorréncia
de respostas especificas. Assim como as enzimas de biossintese, os receptores do etileno sdo
codificados por pequenas ou grandes familias multigénicas (BLEECKER et al., 1998; HUA &
MEYEROWITZ, 1998). Esse contraste mostrou que em folhas de cafeeiros o 1-MCP regulou

a expressdo do receptor ETR1 enquanto o controle do EIN4 nédo foi dependente da condicao
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hidrica e do 1-MCP. No geral, os receptores sao reguladores negativos da via de sinalizacdo
(BLEECKER et al., 1998) e € sugerido que 0 aumento na expressdo génica de receptores reduz
a sensibilidade ao hormoénio (THONGKUM et al., 2018; YANG et al. 2013). No entanto, ndo
é possivel afirmar que a quantidade de proteina ETR1 reduziu nas folhas pulverizadas
(KEVANY et al., 2007) mas é um forte indicio que o 1-MCP regula a expressao desse receptor.
A transducéo de sinal dessa via depende da comunicacgdo entre 0s receptores e a proteina cinase
CTR1(GAOetal., 2003; HUANG et al., 2003). De fato, 0 aumento na expressao dessa proteina
em folhas irrigadas esta positivamente correlacionado com seu papel regulatério abaixo dos
receptores e a montante da via, reduzindo a producéo do etileno (figura 20). Apesar do efeito
estimulador coordenado pelo 1-MCP nas folhas pulverizadas, a expressdo constitutiva das
proteinas EIL1 e ERF1 nos dois tratamentos pode ser correspondente a necessidade de respostas
controladas pelo etileno durante a fase de crescimento da planta (SHI et al., 2006),
especialmente em plantas jovens como é o caso desse estudo. Certamente devem existir mais
receptores em Coffea arabica e é possivel que a resposta desses membros seja diferente do que
foi encontrado aqui. Mas, uma via de regulacdo proposta em cafeeiros bem hidratados durante
o florescimento, enfoca a reducdo na expressao do ERT1 e CTR1 para aumentar a sensibilidade
ao etileno e esse seria um segundo ponto de regulacdo para inducao da antese regulado pelo 1-
MCP. A primeira, seria a regulagdo positiva dos genes ACO. Com maior quantidade de etileno
e menor quantidade de proteinas ETR1, seria possivel saturar os sitios dos receptores
insensiveis ao nivel de expressdo, como o CarETR4-like (SANTOS, 2016) e induzir a antese.
Nas raizes, como esperado, ndo houve diferenca significativa na expressdo dos genes
ACS submetidos a mesmo potencial hidrico, mas apenas CaACS1-like foi regulado
negativamente (figura 21E). Os genes ACO também ndo apresentaram expressao diferencial
(figura 21F). A auséncia de diferenca para as duas principais enzimas da via de biossintese entre
os dois tratamentos confirma que o efeito do 1-MCP foi restrito as folhas pulverizagdo. A
elevada mobilidade do ACC permite o transporte desse precursor para regides distantes do seu
local de sintese (VANDERSTRAETEN & VAN DER STRAETEN, 2017) ou pulverizacao
(MORRIS & LARCOMBE, 1995) mas aqui, provavelmente, ndo houve fluxo de ACC das

folhas para raizes.

Figura 21 — As estimativas de mudanca de dobra (FC) para cada contraste em folhas e raizes de
mudas de Coffea arabica.
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3.3.2 Contraste: DH_DH1MCP

A expressdo de todos os genes ACS analisados foi reprimida nas folhas de plantas
submetidas ao déficit hidrico e pulverizadas com 1IMCP (figura 21A). Quanto a expressdo dos
genes ACO, os trés homdlogos foram regulados positivamente, mas nao houve diferenca entre
os tratamentos (figura 21B). Para os receptores, ambos foram induzidos pelo 1-MCP no déficit
hidrico.

Embora a regulacdo da ACS seja afetada pela aplicacdo do 1-MCP, as ACO néo foram
responsivas aos tratamentos. Esse resultado sustenta a ideia de que a taxa limitante para
producdo de etileno é dependente das enzimas ACS, uma vez que, mesmo com diferente nivel
de irrigacdo e aplicacdo de composto quimico ndo houve alteracao na expressao dos genes ACO.
E possivel que essa resposta inalterada na expressao dos genes ACO esteja associada ao 6rgao
(LASSERRE et al., 1996; TANG & WOODSON, 1996; TSUCHISAKA & THEOLOGIS,
2004b). A menor expressdo observada nos receptores de folhas do DH (figura 21C) pode
resultar da necessidade em elevar a sensibilidade ao etileno em periodos de seca prolonga
devido a baixa disponibilidade de agua do solo (JOSHI et al., 2016; KOCH et al., 2019). Entéo,
nesse contraste a eficacia do 1-MCP em aumentar a sensibilidade ao etileno em folhas de
plantas sob déficit hidrico foi reduzida. A expressao suprimida da proteina CTR1 (CarCTR1-
like) no déficit hidrico favoreceu o aumento na expressdo do regulador dos fatores de
transcricdo, CarEIL1-like, (CHAO et al., 1997; TIEMAN et al., 2001) mas a regulacdo negativa
do CarERF1-like foi inesperada (figura 21D). O ERF1 pertence a uma superfamilia de fatores
de transcricdo regulados por multiplos fatores enddgenos e exdgenos (FUJIMOTO et al., 2000;
SOLANO et al., 1998), entdo provavelmente esse homologo analisado seja responsivo ao 1-
MCP.

Nas raizes, os trés genes homoélogos da ACS foram positivamente regulados, mas
expressao diferencial ocorreu apenas para CarACS1-like (figura 21E). Os homologos da ACO
também foram positivamente regulados e CarACOA4-like e CarACO5-like foram
diferencialmente expressos sob déficit hidrico (figura 21F). O gene CarACS1-like parece
contribuir efetivamente para sintese local de ACC no déficit hidrico (DH) e relacionando o
nivel de expressdo com a producgéo de etileno, 0 aumento de transcritos da ACO4 e ACO5
provavelmente converteu intensivamente o ACC em etileno no tratamento DH (figura 20). Esse
é um indicio de que, quanto menor o nivel de hidratacdo do solo mais intensa é a atuagdo da via
de biossintese na raiz do cafeeiro e a expressdo diferencial do ACS1 pode incrementar o nivel

de ACC radicular. Além disso, é possivel também que a retroalimentacdo da biossintese
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mantenha por longos periodos a produgdo de ACC, elevando o pool dessa molécula na raiz

durante a auséncia de chuva e irrigagao.

3.3.3 Contraste: IRIMCP_DH1MCP

A pulverizagdo do 1-MCP aumentou significativamente a expressédo do gene CaACS1-
like nas folhas de plantas irrigadas quando comparadas com as folhas pulverizadas de plantas
no déficit hidrico (figura 21A). E possivel que este gene seja, naturalmente, menos expresso em
condicdo de maior restricdo de agua, como ocorreu no contraste DH_DH1MCP. Nesse sentido,
provavelmente, a pulverizagdo da calda com 1-MCP simulou uma condicéo de estresse hidrico
localizada nas folhas de plantas bem hidratadas e essa resposta certamente esta vinculada a agdo
do surfactante Break Thru (BTH). Como um composto de organosilicone, o0 BTH regula a
condutancia estomatica reduzindo as trocas gasosas (ORBOVIC et al., 2001; LIMA,2015;
SANTOS,2016) e isso pode ter induzido a expressao do gene CaACS1-like nas folhas irrigadas
e pulverizadas com 1-MCP, assim como ocorreu no contraste IR_IRIMCP. Mas, embora o BTH
tenha induzido uma situacao de estresse, a antese nao foi verificada em cafeeiros pulverizados
na calda sem 1-MCP (LIMA, 2015; SANTOS, 2016). Essa explicacdo pode ser estendida para
0 gene CaACS7-like, mas de modo contrario, esse gene se mostrou responsivo ao
condicionamento expresso nas plantas irrigadas+1MCP. CaACS3-like foi o Gnico homdlogo
ACS com maior expressdo no déficit hidrico e ndo respondendo a pulverizacdo do IMCP (figura
21A). Todos os homdlogos da ACO foram regulados positivamente, mas ndo ha diferenca na
expressdo de CaACO3-like. Para CaACO4-like e CaACO5-like a expressdo foi superior no
irrigado (figura 21B). O incremento na concentragédo de etileno (figura 20) foliar no IRIMCP,
provavelmente, se deve a isoformas da ACO4 e ACO5. Observando o padrdo de expressao do
contraste IR_IR1MCP, € notério que o 1-MCP regulou positivamente a expressdo das ACO nas
comparagoes.

Quanto a via de percepcdo CaETR1-like foi reprimida no irrigado+1MCP enguanto ndo
houve diferenca na regulagéo positiva do CaEIN4-like (figura 21C). Tais resultados sugerem o
1-MCP possivelmente elevou a sensibilidade nas folhas irrigadas através da supressdo da
quantidade de proteinas ETR1 e mecanismos de retroalimentagdo parecem agir de maneira
especifica espacial e temporal (TRIVELLINI et al., 2011). Assim, conexdes podem ser feitas
com cafeeiros em condi¢des naturais durante o florescimento: (i) o 1-MCP estimulou a
biossintese de etileno nas folhas regulando negativamente o mecanismo de feedback negativo
ou (ii) 0 1-MCP estimulou 0 aumento na sensibilidade ao etileno pela reducéo na expressao de

genes receptores do ETR1. Conjuntamente, o0 1-MCP pode ter atuando sobre a via de biossintese
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e sinalizacdo através de um fino ajuste entre quantidade do horménio e sitios de ligacdo para
desbloqueio da via, resultando na promogdo da antese. Evidentemente algumas questoes
importantes como tipo de 6rgdo devem ser consideradas, mas supfe-se que 0 mecanismo
regulatério seja conservado. Por exemplo, em gemas pode ser que o aumento ou diminuicao na
sensibilidade ocorra através de outro receptor. Mais recentemente foi visto que o homologo do
CaETR1-like, CaETR4-like, foi 3 vezes mais expresso poucas horas ap6s pulverizagdo com 1-
MCP (SANTOS, 2016). O gene da proteina CaCTR1-like também foi regulado negativamente,
uma resposta que se correlaciona positivamente com a expressdo negativa observada com a
CaETR1-like. Nesse contraste, os transdutores de sinal, CaEIL1-like e CaERF1-like, ndo
diferiram entre os tratamentos mostrando que as a comunicagédo para producgéo de respostas ao
etileno ¢ preferencialmente regulada entre a biossintese e a percepc¢ao (figura 21D).

Nas raizes, todos os genes ACS foram positivamente regulados, mas nao houve
expressao diferencial (figura 21E), enquanto que para os genes ACO, CaACO3-like e CaACO5-
like foram positivamente regulados e diferencialmente expressos no IRIMCP (figura 21F).
CaACO4-like se mostrou estavel, ndo diferindo entre os tratamentos. Inicialmente a regulacao
positiva da via de biossintese nas raizes irrigadas parece contraditorio, ja que maior producao
de etileno foi verificada nas raizes do DH1MCP. Ao observar o nivel de expressdo dos
receptores, se confirma que a sensibilidade ¢, de fato, uma etapa chave no processo de sintese
e emissdo de respostas ao etileno. A maior expressdo dos genes da ACO no tratamento
irrigado+1MCP pode estar relacionada com varios aspectos da formacdo e crescimento
radicular (BUER et al., 2003; CLARK et al., 1999; HAHN et al., 2008) e possivelmente um
desbalanco no nivel de etileno nédo foi constatado exatamente pelo blogqueio da via de percepcao,
através do controle negativo que os receptores exercem (BLEECKER, 1999; SAKAI et al.,
1998).

3.3.4 Contraste: DHIMCP_REIR

Todos os membros das familias génicas das enzimas ACS (figura 21A) e ACO (figura
21B) analisados nesse estudo foram regulados negativamente nas folhas do déficit
hidrico+1MCP. Padrédo oposto foi observado para o0s provaveis membros da via de sinalizacao:
CaETR1-like, CaEIN4-like, CaCTR1-like, CaEIL1-like, CaERF1-like foram regulados
positivamente mas néo houve expresséo diferencial em nenhum desses genes nessa comparacéo
(figura 21C e 21D). Curiosamente, a producdo de etileno nas folhas reirrigadas se mostrou

dependente da regulacéo da via de biossintese. Nesse tratamento, duas horas a pés reidratagéo,
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todos os genes envolvidos na sintese do ACC foram mais expressos em relagdo ao DH1IMCP.
Tal resultado ndo implica em afirmar a ineficiéncia do 1-MCP mas em comparagdo com a agua,
0 produto exibiu menor afinidade na producdo local do ACC. Correlacionando com o
florescimento, a agua demonstra essencialidade para além dos processos metabdlicos de
qualquer organismos e parece exercer um importante papel nos eventos que antecedem a antese.
Ressalta-se que nas raizes do DH1IMCP, CaACS1-like, CaACS7-like, CaACO3-like e CaACO5-
like foram reprimidos em relacdo as raizes reirrigadas enquanto CaACS3-like e CaACO4-like
ndo diferiram entre os tratamentos. Embora a concentracdo de etileno radicular das plantas
reirrigadas seja significativamente menor, supostamente durante o periodo de seca a via de
biossintese foi superexpressada, assim como ocorreu no tratamento do déficit hidrico continuo.
Ainda que a agua tenha demonstrado atuar como um importante sinal regulador da biossintese
do etileno, o tempo de 2h apds a reidratacdo pode néo ter sido suficiente retornar a niveis basais

a expressédo génica.
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4 CONCLUSOES

Esse estudo relne informacgdes inéditas sobre a modulacdo positiva da producéo de
etileno em Coffea arabica promovido pelo 1-MCP. Os resultados demonstram que o 1-MCP
incrementa os niveis de etileno foliar e possivelmente um mecanismo de retroalimentacéo pela
perda do feedback negativo seja responsavel por regular a expresséo diferencial das enzimas da
biossintese. N&o existe padrdo para expressao dos genes ACS e ACO em resposta a pulverizacao
de 1-MCP mas ficou evidente que a producdo de etileno é modulada por ciclo de seca-
reirrigacdo e a variacao no status hidrico das plantas regula fortemente a expressao das duas
principais enzimas da biossintese do etileno. E sugerido que o ACC é translocado das raizes
para parte aérea, justificando o aumento nos niveis de etileno em folhas reirrigadas. A expressao
do receptor CarETR1-like é reprimido em resposta ao 1-MCP e o refinamento na sensibilidade

pode ser o gatilho para promocédo da antese em Coffea arabica através do 1-MCP.
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CAPITULO 4

Perspectivas Futuras
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1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Um questionamento recorrente sobre a hipotese apresentada nesse estudo é:
“Porque ndo aplicar etileno nas plantas?”

Em 2014, logo ap6s a constatacdo da antese promovida pelo 1-MCP, alguns
experimentos foram desenvolvidos afim de avancar no entendimento do florescimento do
cafeeiro regulado pelo etileno. No primeiro experimento a calda foi composta por 1,3mL de
etileno (Ethrel 720) diluido em 3L de agua, pulverizada com auxilio de pulverizador costal em
cafeeiros da cv Catuai 144 de 5 anos de idade (figura 22A). Cerca de 24 horas apds a
pulverizagdo (figura 22B) foi verificado abscisdo significativa de folhas e frutos. Nitidamente
a dose utilizada no primeiro experimento causou graves prejuizos a planta, entdo um segundo
experimento com Ethrel foi realizado em 2018. Metade da dose foi utilizada e novamente
efeitos indesejaveis ocorreram. Embora a queima e abscisdo abrupta ndo tenha ocorrido, 0
amarelecimento das folhas € uma resposta evidente de elevadas concentracdes de etileno na
planta. Mais dois ensaios foram realizados em 2018 com concentracdes de Ethrel inferiores
(0,25mL e 0,5mL) as utilizadas no ensaio anterior e nenhuma resposta fenotipica ao etileno foi
identificada (dados ndo mostrados). Isso levantou o questionamento sobre a relacdo dose-
resposta: como determinar a dose ideal de Ethrel para assegurar que a auséncia de antese ndo
resulte de dosagem inadequada, assim como uma dose elevada promove efeitos deletérios?
Considerando que o objetivo do estudo se tornou entender a regulagéo da antese pelo etileno, e
a pulverizacdo do 1-MCP ndo promoveu nenhum dano as plantas, as analises foram

direcionadas para entender o0 mecanismo de controle do 1-MCP nesse processo.

Figura 22 — Experimentos realizados com pulverizagio de Ethrel® 720 em Coffea arabica.

(A) (B)
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Legenda: (A) cv Catuai 144 na &rea experimental da Universidade Federal de Lavras, Lavras - 2014 e
(B) cv Topézio MG 1190 na area experimental da Fundacdo Procafé, Boa Esperanca - 2018.
Fonte: Do autor (2020).

Nesse contexto, consideracGes & pesquisas futuras para essa linha de pesquisa sera
direcionada em cronograma de curto, médio e longo prazo. A curto prazo, futuros trabalhos
poderiam focar nas andlises in silico, dando continuidade as anélises de identificacdo de novos
receptores do etileno. Além disso, sequenciar 0s provaveis genes das vias de biossintese e
sinalizacdo identificados seria importante para validar as analises in silico. A médio prazo, a
caracterizacdo funcional das enzimas ACS e AO ¢ de grande importancia para assegurar a
atividade bioldgica dessas enzimas. Questdes importantes como a producéo e o transporte do
ACC ¢ uma outra linha de estudo que merece destaque, considerando a relevancia que esse
evento parece desempenhar durante o florescimento. A identificacédo de transportadores poderia
auxiliar na compreensdo sobre a translocacdo dessa molécula da raiz para parte aérea. Ainda
sobre 0 ACC, seria interessante quantificar a seiva do xilema antes e apds reidratacdo e associar
esse fluxo a expressdo dos transportadores previamente identificados. Além disso,
supostamente se acredita que o0 ACC produzido pelo estimulo do 1-MCP néo é transportado via
floema, mas até o presente isso também néo esta confirmado. A longo prazo, utilizar espécie
modelo como ferramenta para expressdo heteréloga seria uma etapa importante para avancar
na identificacdo do mecanismo pelo qual o 1-MCP regula a retroalimentacdo da biossintese do
etileno. O MicroTom ja foi testado (figura 23) como modelo de estudo de algumas variaveis
(quantidade e qualidade de folhas e flores) apds pulverizacdo de 1-MCP e Ethrel®, e é uma
excelente opcdo para desenvolver estudos visando explorar o efeito do nocaute ou

superexpressdo de genes responsivos ao 1-MCP identificados nesse estudo.

Figura 23 — Ensaios realizados com a planta modelo MicroTom.

Fonte: Do autor (2020).



182

A tecnologia de aplicacdo € outro ponto chave para 0 sucesso dessa pesquisa. Ensaios
prévios mostraram que a pulverizacdo localizada nas gemas da calda com 1-MCP (figura 24A)
foi mais eficiente na promogéo da antese (dados ndo mostrados) do que a aplicagédo abrangendo
a planta inteira (figura 24B). O desenvolvimento de praticas mais modernas e eficientes para

aplicacdo do 1-MCP poderé acarretar em resultados mais satisfatorios.

Figura 24 — Pulverizacao de calda de 1IMCP em plantas de Coffea arabica.

Legenda: (A) Pulverizagdo utilizando borrifador com aplicagdo localizada nas gemas em ramos
selecionados, (B) Pulverizacdo utilizando pulverizador costal com aplicacdo na parte aérea (planta
inteira), abrangendo as regides adaxial e abaxial das folhas, bem como as gemas.

Fonte: Do autor (2020).

Identificar mecanismos associados com a regulacdo do florescimento do cafeeiro é
essencial para ampliar o entendimento sobre as vias que podem controlar a antese nessa espécie.
Atualmente, ha evidéncia crescentes de que o etileno pode estar associado com a floracdo de
Coffea arabica. Os resultados alcangados através da utilizagdo do 1-MCP poderdo embasar uma
técnica inovadora para 0 manejo da cultura ja que a utilizacdo de produtos comerciais que
auxiliem no controle da antese e na extensdo da inducdo do florescimento do cafeeiro é algo

inexistente no mercado.
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2 CONSIDERACOES FINAIS

A compreensdo de eventos associados com a abertura da flor contribui
significativamente para esclarecer os processos vinculados ao florescimento, mas a antese é
apenas uma das fases do desenvolvimento floral do cafeeiro. Resolver o gargalo existente na
sincronizacao dos botGes florias para uniformizacéo da florada € uma missdo ambiciosa, mas
necessaria para 0 sucesso da cultura. A correlacdo entre os resultados dos diferentes
experimentos executados até o presente fornece informagdes complementares, reforcando a
hip6tese de envolvimento do etileno na floracdo. Contudo, pesquisas basicas ainda precisam
ser realizadas para confirmar a via de atuacdo do etileno no controle molecular do florescimento
do cafeeiro.

Além disso, o desenvolvimento de pesquisas aplicadas é indispenséavel para aprimorar
o entendimento acerca do uso do 1-MCP como produto tecnoldgico visando controlar
artificialmente o florescimento do cafeeiro. Tais informacGes poderdo estimular o
desenvolvimento de estratégias, viabilizando a adocdo de praticas que auxiliem o agricultor e

estimulando a inovacdo na cadeia produtiva do café.



